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1.GIRIS VE AMAC

Leishmaniasis; zorunlu hicre ici paraziti olan hemnia ile enfekte ¢ii tatarcik
sineklerinin (Phlebotomus) kan emerken kutdiklari memelilerin bir hastalik grubudur.
Leishmaniasis zoonotik bir enfeksiyon olup, kopekager kemiricilerde de hastalik yapar
(1). 1k defa 1900 yilinda Leishman tarafindan bir hastalalaindan ponksiyon yapilarak
gosterilmitir (2). Leishmaniasis’in iki kliniksekli vardir.i¢c organlar leishmaniasis ya da
kala-azar (visseral leishmaniasisgeti ise deriye yerkgen deri leishmaniasis ya gark
cibanidir (1,2). Visseral leishmaniasis (VL) retdgéndotelyal sistem, dalak, karger,
kemik iligi, lenf bezleri ve makrofajlara yegie. Siklikla cocuklarda nadir olarak da
eriskinlerde hastalik yapar (1-3).

Visseral leishmaniasis yurdumuzdaggalukla kiyi bolgelerinddzmir, Aydin, Denizli,
Manisa, Migla, Kastamonuistanbul, Bilecik, Karabuk'lin yani sira Kars, ErauguTokat,
Konya, Nide, Aksaray gibi farkli cgrafi bolgelerde bulunan illerde de bildirimlerin
olmasi bu hasta@in tdlkemizin her bolgesinde gérulebilgoa disiindirmektedir (4 - 9).
Visseral leishmaniasis kotu hijyegartlart ygayan dgik sosyo-ekonomik durumda
olanlarda daha da sik rastlanilir. Beslenme boxidiy vicut direncinin dgitk olmasi da
hastalgin oluymasinda dnemli rol oynar (4). 8& bakanlgi verilerine gore yillik ortalama
40 vaka bildirilmektedir (5). Tum dinyada toplam f#lyon leishmaniasis olgusunun
bulundgu, her yil 200 000 kinin VL nedeni ile 6ldgu bildiriimektedir (10).

VL 0On tanisi klinik bulgulara dayanilarak konabiliAncak kesin tani hastadan alinan
muayene maddesinden hazirlanan yayma preparatldeddhmania’nin  amastigot
sekillerinin gorulmesi, N.N.N.(Novy-MacNeal Nicollepesiyeri kiltirinde promastigot
sekillerin Gremesi, ayrica serolojik olarak da ELI&Azyme-Linked Immunosorbent
Assay), IFAT  (Indirekt Immun Floresans Antikoedsti) ve Formol-Jel gibi yontemlerle

konur. Son yillarda nikleik aside dayali PCR (Pdyase Chain Reaction) yontemlerinin



kullanilmasiyla leishmaniasis tanisinda serolofintgmlere gére daha duyarl ve 6zgul
sonuclar alinmaktadir (11-15). Muayene maddesia&laalak ponksiyon sivisi ve kemik
iligi en iyi materyalidir (16). Leishmaniasis parazitexstaliklar icerisinde gerek tani ve
tedavisinin gerekse de kontroltiniin zor olmasi nigtkeednemli bir toplumsal hastaliktir.
Bu nedenle leishmaniasis’le miicadele edebilmedgaikbu hastad iyi takip edebilmek,
tani ve tedaviyi de ona gore gglendirmek esastir (17). Bildirimi zorunlu bgla
hastaliklar listesinde yer alan leishmaniasis hestamdart vaka tanimina gore hastaya tani
koyabilecgi 6lcude bildirimini yapar (18). Yapilan catnalarda ge¢ tani konup mortalite
ile sonuclanan olgular ol@u gibi, erken tani konup tedavi edilen olgularabgiirimlerde
bulunmaktadir (19). VL ggu kez benzer klinik Ozelliklerden dolay! sitma, ¢ikiiloz,
salmonella, akdeniz agie febril nétrofeni vb. gibi hastaliklarla da kstirilabilir (20).
Enfeksiyon hastall olan leishmaniasis’in ¢ok eskilere dayanan bignggi olmasina
rasmen, bu hastalikla ilk keutasildiginda akla getirilmemesi temel tani sorunlarindan
biridir. Calismamizin amaci Visseral Leishmaniagiheli hastalarin kemik i ve kan
orneklerini PCR yonunden gataarak, uygulanan Giemsa, kultir vesel serolojik
yontem sonuclariyla kewastirmaktir.  Ayrica hastalarin  klinik  dosyalarindan
laboratuarmiza muracaat edene kadar hgsibdiilgili tani ve hukuksal yonden kalastigi
sorunlarin neler oldiunu belirleyerek, konunun toplumsal ve adli bilimlagisindan

Onemini vurgulamak da amaglarytm.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Leishmania

Zorunlu htcre i¢i paraziti olan Leishmania, trypaoim ailesinin kinetoplastida sinifina ait
kan kamgcihlarindandir. Leishmaniasis’i; enfektesi diatarcik sinekleri kan emerken
bulastirirlar (2,21,22).  Zoonotik bir enfeksiyon olaridhmania, kopek ve gor
kemiricilerde hastalik yapar. Hasgh klinik seyri, parazitin bukmasi, tropizmi ve
patogenezi ile ko@an immun sistemi arasindaki kompleks etyitelere bghdir. Klinik
belirtileri; asemptomatiksekilden visseral leishmaniasis gibgia tablolarla seyreden
desisik sekillerde olabilir (1). Leishmania tirleri evrimlar omurgali ve omurgasiz olmak
tzere iki konakta gegcirirler. Omurgall konak insaya dger memeliler, omurgasiz konak
ise tatarciklardir. Omurgalilarda leishmania angastiformunda, omurgasizlarda ise
promastigotseklinde bulunurlar. Amastigagekli yuvarlak veya oval bicimde buyukce bir
nikleusu ve kaguk bir kinetoplasti olup hareketisizeromastigotekli ise mekik veyag
biciminde kamcili ve hareketlidir. Leishmania’niiireen en az 30 turd vardir. Bunlarin 12
tard insanlari enfekte eder (23). Yurdumuztadonovani, L. infantum, L. tropica, L.
major turleri ile enfeksiyonlara siklikla rastlanmaktaddunlardan ilk iki tir insanlarda
retikiloendotelyal sistem huicrelerine ygdeeek i¢c organ leishmaniasis (visseral
leishmaniasis)’ ine neden olurldr. tropica ve L. majottrleri ise deriye yerlgerek deri
leishmaniosis(cutaneous leishmaniasis)’ine sebapanl(20,24).

Leishmaniasis, Dinya §kk Tegkilat Tropikal Hastaliklari Argtirma Merkezi'nin 6nemli
kabul ettgi 6 hastaliktan birisidir. Bu hastalikta; Vissetaishmaniasis (VL), Cutaneous
Leishmaniasis (CL) ve Mucocutaneous LeishmaniadiSL() olmak tzere 3 farkli klinik
tablo ortaya ¢ikmaktadir (24,25,26,27). Ayrica gamanlarda bunlara Diffiiz Cutaneous
Leishmaniasis (DCL) eklengtir. Akdeniz boélgesinde de genibir yayillim gosteren

leishmaniasis, eko-epidemiyolojik a¢idan Antropdndutaneous Leishmaniasis (ACL),



Zoonotik Cutaneous Leishmaniasis (ZCL) ve Zoondfisseral Leishmaniasis (ZVL)
olarak ayrilabilmektedir (1,3).

WHO tarafindan 1994 yilinda AIDS sigindaki artga paralel olarak VL olgularinda da
arts oldugu bildirilmistir (1, 28, 29).

Leishmaniasis’in halk ghgi Gzerindeki etkileri uzun yillar goz ardi ediki. Son 10 yilda
hastalgin yayilgina paralel olarak olgu sayisinda da bir sertioldyzu gorulmektedir.
Dlunyada 12 milyon kinin leishmaniasis ile enfekte olgu ve her yil bunlara 2 milyon yeni
olgunun (1.5 milyon CL, 500.000 VL) eklegditahmin edilmektedir ( 28). VL; sikliklaL.
donovaniL. infantum, L. chagasie daha az olarak da tropica, L. amazonensiarafindan
olusturulmaktadir. Leishmaniasis; tedavi ve kontrolingesanan zorluklar nedeniyle,
paraziter hastaliklar igcinde sitmadan sonra ikiaogmli hastalik olarak aniimaktadir (26).
2. 1. 1. Tarihge

Bir enfeksiyon hastall olan leishmaniasis ¢ok eski tarihlerden bernbilektedir. Hastalik
ic organlar leishmaniasis, deri ve mukokutantzhlesniasis olarak gruplandirgtr. ic
organlar leishmaniasis ya da kala-azar olarak ddigen hastafiin etkeni; ilk kez 1900
yilinda Hindistan'da hasta bir skiin dalak yayma preparatinda Leishman tarafindan
goralmdgtar. Ayni yil Donovan, farkli olgularda etkeni aya koymy ve bulgularini 1903

yilinda yayinlamgtir (Resim 1).

Resim 1:Visseral Leishmaniasis’i ik tanimlayan gnacilar



Etken Ross tarafindabeishmania donovanolarak adlandiriingtir. Nicolle ve Compte
1908 vyilinda kopekte bulduklari hastalik etkenibeishmania infantum olarak
adlandirmglardir (2). Dunyada bu hastain taninmaya bdadig tarih olarak 1835 kabul
edilmesine rgmen visseral leishmaniasis’in bati dinyasinca 1®Cuuyiz yilin ikinci
yarisinda taninmaya dadigi kabul edilir. Bununla beraber Kalkuta'da Avrupan@l
Hastanesinde caan Twining 1835 de «Batakliklardan c¢ikan kokulararum tropikal
memleketlerin endemik keksisi» adini verdi bir hastalg! tarif etmitir. Hastalgin klinik
tablosunun sporodik kala-azar ofguna 1908’de Rogers dikkati cekyti. Yunanlilar
1836’da Spete adasinda Klados ve Phonatos taraféabu hastalin tarif edildgini iddia
ederler Ingilizler 1869'da Assam’isgal ettikleri zaman Garus bolgesi yerlilerin de@én
kala-azar (karahumma) hasgatin varlgini iyice drenmglerdir. 1882'de Clarke bu
hastalgin Hindistan’da bazi yerlerde hemen hemen hi¢ ilseakmayacak kadar 6limlere
sebep oldgunu bildirmgtir. Leishman 1900°'de Hindistan’'da Kalkuta yakinand
Dumdum’da dizanteriye yakalanaréhgiltere’ye gonderilen ve 7 ay sonra 6len bir aisker
dalgzindan yapilan yayma preparasyonlarda ufak ovainéasigérmig ve bunlari 1903'de
yayimlamstir. Leishman bunlarin tripanozomlarin yogtas sekilleri olabilecgini
sanmgtir. Laveran ve Mesnil bunlarin tripanozoma olngaa dikkate alarak yaymalari
incelenmesi icin gondergtir. Bunlar bu paraziti piroplasma olarak tanimlglan, ayni yil
Ross bu parazitler icin leishmania cinsini tarimat ve kala-azar etkenineeishmania
donovaniadini vermitir. Leishmania ve Donovan’da ayri olarak, Leipdg’'F.Marchand
Cin’den gelen bir kala-azarli hastanin otopsisihdereler icinde bazi cisimler gormire

proyozoon olabilegani digsinmglerdir (2).

Kalkuta'da G. C. Chattergee ve Rogers yaptiklafitkde parazitin promastigagekiller
olusturdusunu bulmylardir. Bu bulguyu Rogers 1904’de yayinlaim S. R. Cristophers

1904’'de kala-azarin patolojisini tarif etgnre parazitin dalak, karagr ve kemik ilginde



hemen hemen ayni §anlukta bulundgunu gostermstir. Catoire1904'de, Pianese 1905'de
Akdeniz bbélgesinde dalak anemisine yakalanan cacdéletkeni bulmykardir. Ch.Nicolle
1908'de daha 6nce Bezankon ve Griffon tarafindaif ¢alilen besiyerini basitktirerek,
Ch.Nicolle, Novy ve W.J.Mac Neal (N.N.N.)’in 190£&darif ettikleri besiyerine benzer bir
besiyerinde paraziti Uretgikopese ve maymunlarasdamis ve Akdeniz alt bdlgesinde i¢
organlar leishmaniasis’inin rezervuarinin kopek caia hipotezini ileri sturmgtir.
Tunus’da 1908'de Nicolle ve Compte kopekte leishimabulmulardir. Bu parazite
1908'de Ch.NicolleLeishmania infanturadini vermgtir. Manson 1910 yilinda kala-azarin
antimonlu ilaglarla tedavisini tavsiye eti. Hans Schmidt be deserli antimon
bilesiklerini sentez etngi 1916'daltalya’da Caronia tarafindan denestini Brachmari
1922'de kala-azar sonrasi deri leishmaniasis’inif tatmistir. Napier 1922'de kala-azar
tanisinda formol-jel reaksiyonunun 6nemini vurgulgm |. Kassiovski 1929 da kala-azar
taniminda sternum delinmesi yontemini 6nagtmi Knowles, Napier ve Smith 1924 yilinda
kala-azar etkeniniPhlebotomus argentip@s orta barsginda promastigogekiline gectgini
bulmwlardir. H. E. Shortt, Barrand ve A. C. Craighea@@#6a tatarciklarda parazitlerin
sindirim yolunun 6n kisminda birigini saptamglardir. R. U. A. Smith, Hadder ve I.
Ahmed 1941'de tatarciklardaki ggan dongusuni ortaya koystardir. Hindistan'da
Swaminath, Shortt ve Anderson 1942'de kala-aza®stalarin Uzerinde beslenen
Phlebotomus argentipele be gonuilliyt sokturarak bu infeksiyonun kekilde bulgtigini

kesin olarak ispat etgierdir.

Chopra 1927°de kala-azar taniminda antimon denéyermgtir. Yine Schmidt 1927'de
hazirladgl neostibosan Napier tarafindan 1927'de kala-aedauisinde kullanilngtir.
Sodium stibogluconate da Schmidt tarafindan hamridan sonra hamster
leishmaniasis’inde Kikuth ve Schmidt tarafindan 288 baariyla kullaniimgtir. Bunun

Solustibosan adi ile hazirlanan 6zel ggiyle Napier, Chaudhuri ve Rai Chaudhuri 1937 de



Hindistan'da 10 hastay! tedavi egler ve iyi sonu¢ almglardir. Adams ve Yorke 1939'da
Ingiltere'de, Adler ve Rachmilewitz Filistin'de 4d#&midino-stilbene'i kala-azar tedavisinde
kullanmslardir. R. Sohier, J. Pellerat ve G.V. Girard 19k6glucantime ile kala-azarl bir
cocygu lyilestirmiglerdir. Yurdumuzda ise leishmaniasis ile ilgili ilklgiler; Dr. Vefik
Vassaf'a gore kala-azarin vgrhi ilk yazan Kristamonas'tir. Bu hekim Trabzonldda-
azar tesbit etgini bildirmistir. General Ord. Prof. Dr. Abdulkadir Noyan 19¢6inda
dalak ve karager ponksiyonu yaptiklari hastalarin 11’indeishmania donovariesbit et-
mistir. Dr. Hafert Kaller 1918 yilinddzmir civarindan kala-azar'a rastlgoi bildirmistir.
Ibrahim Osman 1931 yilinda bir kala-azar vak'asinfagnstir. Dr. Akil Muhtar Ozden

1936 yilinda bir ka¢ kala-azar olgusu bildigtmi (2, 21).

2. 1. 2. Etyoloji

Leishmania turlerinin yam doéngusinde, amastigot ve promastigot olmak Ukerekil
bulunmaktadir. Amastigotlar 2-5 pm boyunda yuvanalya ovalsekildedir. Monositler,
polimorf cekirdekli I6kositler ve endotel hicrelede kiumeler halinde, bu hicrelerin
parcalanmasiyla tek tek giémis sekilde bulunurlar. Wright veya Giemsa ile boyagmi
preparasyonlarda; sitoplazma mavi, nukleus ve msidecok yakin kinetoplast parlak
kirmizi  renkte goOralir. Parazit makrofajlarda padarus vakuolt igindedir.
Leishmania'larin amastiggekilleri elektron mikroskobu incelemesinde; nuklenskleus
icinde nukleolus, parabazal cisim, blefaroblasttd@mn kamgi (rizoblast), sitoplazma da
mitokondri, lizozom ve golgi aygiti da goraldr.

Promastigot 22-25°C’de N.N.N. besiyerinde ve phiebwms’'un barsaklarinda gorilen
sekildir. Mekik seklinde bir ucu kint 15-20 pm uzunlukta 1.5-3.5 gemglikte ve 15-28
pm uzunlukta kint ugtan ¢ikan serbest bir kamasdiv. Wright veya Giemsa ile boyall
preparasyonlarda; sitoplazma ve kamgi mavi, nukleug&inetoplast parlak kirmizi rekte

gorulurler. Promastigotun elektron mikroskobik yaportada 0.6-1 pm c¢apinda nukleus,



nukleus icinde nukleolus, parabazal cisim, blefstban olgan kinetoblastik kitle,
blefaroblasttan c¢ikan fibriler yapi gésteren kansgipplazmada endoplazmik retikulum,
golgi aygiti gibi yapilardan ogur (21,30).

2. 1. 3.Ygam DoOngusu

Leishmania tdrlerinin ygam dongusunde, omurgali ve omurgasiz olmak Uzarelik
konak vardir. Omurgal konaklar; insan, kopek, Kapker ve daha 6nemsiz olarak
kemiricilerdir. Omurgasiz konaklar; tatarciklar, nfeDiinyada Lutzomyia genusunda ve
nadiren Psychodoygus’lardir (21, 31).

Enfekte ksilerden kan emen gi tatarciklar kanla birlikte leishmania’nin amastig
sekillerini de alirlar. Bu amastigot formlar ortarbakta promastigotekline dongur.
Peritrofik membran icinde geé&n promastigotlar @alarak peritrofik memranin 6n
kisminin erimesiyle torasik mideye gecerler. Ozetriopizm ve kemotaksis ile go¢ ederek
ozofagus ve farinkse tutunurlar. Ozofagustan agkiagiz parcalarina gelir ve 4-7. glinde
hortumda goralurler. Tatarciklar kan emmek icin reénderisini sokunca salyasi ile
promastigotlari iceri verir.Kisa sirede makrofajmrafindan fagosite edilen promastigotlar
parazitoforus vakuoliinde amastiggekle dongur ve burada ggalirlar. Amastigotlar

makrofajda c¢@alir, hiicreleri parcalar ve yeni hicreleri enfegterler §ekil 1) (32).
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Sekil 1 : Leishmania’nin ygam dongusu



2. 2. Leishmaniasis KlinikSekilleri

Leishmaniasis; leishmania turlerinin memelilerdessioirdysu, dinyada yaygin olarak
gorulen bir protozoon enfeksiyonudur. Ulkemizdesainlarda CL ve VL olmak lizere iKi
sekilde gorulmektedir (2, 21).

2. 2. 1. Kutan6z Leishmaniasis

Kutan6z leishmaniasid;eishmania donavaniigindaki leishmania turleri ile o$an, deride
papul, nodil ve yara gibi belirtilerle kendini gé&stn bir hastaliktir. Bu hastalik Ulkemizde
sark ¢cibani, Antep cibani ve yil ¢ibani gibi isifdeanilir. Genellikle deride skaeklinde iz
birakarak iyilgirler (33). Tropik ve subtropik Ulkelerde sik g@il Cutenous
leishmaniasis'in etkerieishmania tropicadir. Ulkemizde, bgta Sanl Urfa olmak tizere
Guneydgu Anadolu vel¢ Anadolu illerinde endemik veya epidemik olarakidiektedir
(2, 21, 22).

2. 2. 2. Visseral Leishmaniasis

Kala-Azar olarak da bilinen bu hasgah dasadaki rezervuari Akdeniz tlkelerinde ofau
gibi Ulkemizde de kdpeklerd¥/L'in etkeniLeishmania infanturolup inkiibasyon suresi 2-
8 ay arasinda gesmektedit Ulkemizde bu hastain; klinik seyri, patogenezi, laboratuar
tanisi, tedavisi ve hastaliktan korunulmasi igirgdk argtirma yapilmgtir. Ozellikle
immun yetmezfii bulunan kselerde guincel bir konu haline geldiigin ¢esitli saglk
kuruluglarr bu konuya ayri bir 6nem vermektedir.gBi firsat¢i patojen mikroorganizma-
larda oldgu gibi, firsatci parazitlerin neden olglu hastaliklar genellikle bilinen bulgular
disinda ve gir bir tablo ile seyretmektedir. Koge immun direncinin ¢gtli sebeplerle
azalmasi veya baskilanmasi nedeni ile VL'de tamsilarinks, 6zofagus ve barsak gibi
organlar da tutulabilmektedir (32,33). gkinlerde de gorulen VL genellikle ¢ocuklarda

uzams ve devam eden atekilo kaybi, kansizlik, dalak ve karger buylimesi, pansitopeni
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vb. gibi klinik belirtiler gosteren tedavi edilmése ciddi enfeksiyonlara ve olimlere neden
olan bir hastaliktir (34).

Ulkemizde daha ¢ok Ege ve Akdeniz Bdlgelerinde tgirivL'e dier bolgelerimizde de
sporadik olarak rastlanmaktadir (6, 35).

2. 2. 3. Epidemiyoloji

Dunyanin birgok yerine yayillmplan VL'e;Leishmania donovanLeishmania infantume
Leishmania chagasneden olmaktadir. Tropikal ve subtropikal bolgelenastalgl olan
leishmaniasis; Kuzey Afrika ve Glney Batl Asya'dzelfikle 1-4 yg, Bati Afrika ve
Hindistan’da 5-9 yg arasi ¢ocuklarda, Cin ve Avrupa’da ise hemen tiagngyuplarinda
gorulebileceksekilde epidemik karakter gostermektedir. Akdenizzas1 ve Avrupa icin
de bir sglk problemi olan hastalik, Turkiye’den Portekizlkadar olan Avrupa Kiyi
bdlgelerinde gorulmektedir. Azerbaycan, Ermenistditirkmenistan, Kazakistan gibi
ulkelerden de olgular bildirilngtir. VL'in bdlgesel olarak saptanmitipleri arasinda;
Akdeniz, Hindistan, Cin, Sudan ve Giiney Amerikaetipbilinmektedir ( 23, 28).

Guney Avrupa’da HIV sikfiina paralel olarak VL sikinda bir artyin oldusu
belirtiimektedir. HIV+VL hastalarda ortalama ggan siresi 13 ay olgu bildirilmesine
rasmen, sadece HIV'li hastalarda sgan suresi daha uzundur (33). Leishmania’larin
siniflandiriimasi; olgturduklari hastaliklar, ggafik dagilim, epidemiyoloji ve etkenin
Ozelliklerine goére yapilmgtir. Son yillarda ise izoenzim analizleri ve morayid! antikorlar
kullanilarak kesin tur ayrimina gidilmektedir (13, 22).

Bircok Ulkede endemik olan leishmaniasis zaman rampidemilere neden olabilir.
Hastalgin rastlandii Ulkelerde bolgesel karakter goOsterir. Bunda mem, bdlgenin
yukseklgi ve bitki ortisu gibi faktorlere g olarak vektor olan tatarcik turlerinin o
bolgede fazlasiyla @alabilmesi ve rezervuar olan insan ve hayvanlauturbmasi rol

oynar. Bu yuzden kala-azar nehir vadilerinde, degrizyiiksekfii 600-700 m’yi gecmeyen
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aliivyonlu ovalarda daha sik gorulir. Fakat OrtaaAdy old@gu gibi denizden 2000 m
yuksek yerlerde de kala-azar gorulir. Kéylegdairlerdekinden ¢ok daha siktir. VL kotu
hijyen sartlarinda ygayan dgik sosyo - ekonomik durumda olanlarda daha sikarast
Tatarciklar genelikle, binalarin alt katlarina giree tek kath, barinaksiz meskenlerde
yasayanlari daha c¢ok sokarlar. Cok defa bir evde birfiezla enfeksiyona rastlanir.
Beslenme bozukluklari, vicut direnciningdd olmasi da hastgin meydana ¢ikmasinda
Onemlidir. Hastafia duyarlikta irkin ve cinsiyetin rolii yoktur. Tatd sokmasi olasgi
daha fazla oldgundan erkeklerde kala-azar daha fazla gorulur1238 ).

1993 yilindan beri leishmaniasis’'in yaygdicografi alanlar 6nemli derecede arghm.
Malnutrisyonun VL olgmasinda risk faktort olgu bilinmektedir ve diinyada ekonomik kriz,
savg, buyuk gocler gibi durumlarin ortaya ¢iktbdlgelerde epidemilere neden oktur.
1984-94 yillar1 arasinda Sudan'da ortaya cikaneemidbdlgedeki ilk epidemi olmasi ve
insanlarin duyarlifiinin yiksek olmasinin da etkisiyle bdlgedeki 300.0Risiden
100.000'inin 6limine yol acgtir. 1997°de yine Sudan'da hastalik oraninda % &0
olmugtur. Bolgedeki kriz ve aclik nedeniyle g@an buyik gocler ve mevsimlikgi hareketleri
epidemiyi Eritre ve Etyopya'ya dastenistir. Brezilya'da 1998 yilindan beri VL olgulari
artmaktadir. Bu Ulkede kirsal alanda 10 yillik pediarda tekrarlayan VL epidemisi,
ekonomik kriz ve gocler nedeniyle kentlere dertianstir (28).

Dunya'da leishmaniasis; orman trunleri ticaretidemeilik, baraj yapimi, tarim alanlarinin
geniletilmesi, yol irgaatlari gibi nedenlerle orman alanlarinin tahriei msanlarin bu
bolgelerde ygunlasmasi, kirsal alandan kentlere gog, highhirlesme gibi durumlar,
insanlarin flebotomlarla kgatasmasini ve hastaa yakalanmasini arttirmaktadir. 1996'da
Afganistan'in Kabil kentinde 270 000 deri leishnaais'inin oldgu hesaplanngtir. Bu
donemde Kabil ¢cok sayida go¢ adrbir sehirdir ve nifus hizla artarak 2 milyona grfastir.

Hastalgin kentte busekilde artmasi da bu goce glenmstir. Bir diger risk faktori de
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duyarl kiilerin endemik bdlgelere go¢ etmesidir. Bu dururastalgin goruldigi yerlere
ters goce neden olan, buyuk barggmtlari, cok sayida #ye is ve yerlgme sansi veren
tarimsal projeler sirasinda goruliir. Ulkemizde pibea enfeksiyonlarin gelegekonusunda
uygun 6nlemler alinmazsa her zaman bir risk faktdagaktir (2, 21, 37).

Turkiye'de VL cgunlukla kiyi bolgelerimizde gorulir. Fakiat Anadolu ve Dgu Anadolu

Bolgemizde de sporadik olarak rastlanmaktagkek{l 2,3) (5, 35).

LEISHVANIA DONOANI

Sekil 3: Visseral Leishmaniasis’in Dlinya’daki Bdimi
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2. 2. 4. Patogenez ve Patoloji

Tatarciklarin sokmasiyla deriden giren leishmama'rpromastigotsekilleri makrofajlar
tarafindan fagosite edildikten sonra amastigointara dongirler (38). Bu olay plazma
hiicreleri ile mononukleer hiicreler arasinda bii seaksiyon bglatir. Once kiigiik bir
granuloma olgur. Balangigta gorilmemekle birlikte, zamanla bu granidokdicik bir
papul seklinde ortaya cikabilir. Nadir de olsa bazi hastdd gery Ulseratif lezyonlar
olusabilir. Burada haftalar veya aylarca sessiz kalddyl Zaman icinde kan akimina
karsan makrofajlar beraberlerinde bu amastigotlar1 dgtlg dokulara tgirlar. Dalak,
karacger, kemik ilgi, lenf nodlari, intestinal lenfatik dokular, subkaza ve dier
retikiloendotelyal sistem organlari ilk 6nce tutularganlar arasinda yer almaktadirlar
(22).

Patolojik ilk bulgu, dalak ve karggerde monontkleer fagositlerin sayica artmasirig ba
olarak bu iki organda progresif hipertrofinin megdagelmesidir. Dalak s&1 gensler,
splenik lenfoid folikillerin yerini parazitle dolumononikleer hicreler alir. Karger
Kupffer htcrelerinin buyukigiinde ve sayisinda dnemli bir aralur. Bu hiicrelerin ¢gu
leishmania’'nin amastigaekilleri ile doludur ve karager buyidr. Dalaktaki hipertrofiye
bagli olarak hipersplenizm ofur. Eritrosit, granilosit ve trombositlerin kisarede
yikilmasi sonucu okan anemiye lenfopeni eklenir. Kemikgilimakrofajlarla doldgundan
normalden fazla kan yapar ve bdylece normoblasmiégaloblast arasinda eritroblastlar
olusur. Bu durum sekonder enfeksiyonlara zemin hazittare barsakta peyer plaklarinin
etrafindaki submukozanin amastiggekilleri ile istila edilmesi sonucu hastalarda
malabsorbsiyon ve albumin kaybi elm. Kalpte ve miyokard da dejeneratif bazi
bozukluklar meydana gelir. Bu gigikliklerin yaninda, otopsi bulgusu olarakiia derecede

kaseksi, deri ve mukozalarda solukluk gorilir. Karifembelgme, el, ayak sirtlarinda ve
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karin derisinde belirgin bir koyulma vardir. Boylece «siyah hastalik» anlaminda,-&aé
tablosu olgur.

Retiklloendotelyal sistem’deki gan istila sonucunda immunoglobulin G (IgG) fazla
sentez edilir. Ancak fazla sentez edilen polikloaatikorlarin koruyucu etkisi olmaglive
hemen hepsinin otoantikor yapisinda @lduespit edilmgtir. Enfekte olmy mononukleer
fagositler kemik ilgi, lenf nodlari, deri ve @er bolgelerde de gorulmektedir. Plazma
hicreleri ile monontkleer hiicreler gecilgrtip asir1 duyarlligin ortaya ¢ikmasindan sonra
enfeksiyonu eradike edebilirler. Amastigotlar, den eradike edildikleri zaman leishmania
turlerinin homolog cinsleri ile re-enfeksiyona katam bir immunite olgur. VL'e kasl
direng, hicresel immuniteye #a olarak gelgir. Hicresel cevap yeterli olgunda
karacgerde sadece kendilnden iyilesen tuberkuloid bir granuloma aclur. Eser cevap

yetersiz ise, optimal tedaviyegraen % 5 ile 7 oraninda olim olur (21).

InsanlarinL. donovani'yekarsi direncleri farkliliklar gostermektedir. Normalsianlarin
serumunda etkeni eritici maddelerin vgrigosterilmgtir. Leishmania’lari eriten maddeler
yeni dgzan bebeklerde vardir, daha sonra azalir, §ngan sonra yeniden artdnsan
vicuduna giren her leishmaniaastalik olgturmaz. Parazitin kandan temizlenmesini,
retikiloendoteliyal hticreler tslenir. Boylece bicteler bir yandan prolifere olurken,ger
yandan da herbirinde irgene goralir. Sonug¢ olarak her organ, retikiloendydeél
elemanlardan zengigii oraninda patolojik anatomik ggiklikler gdsterir. Leishmania
donovani enfeksiyonlarinda, vakalarin hemen hemen 1/3'Gn#éler lezyon goralir.
Burada cok defa retinada miultipli kanama odaklamdw. Bunlar kan kapillerlerindeki

lezyonlara bghdir. Kapiller lezyonlar burun ve gieti kanamalarina da neden olabilir.

Genellikle parazit ihtiva eden irgeis histiositlere akgerlerin alveolar septumlari ve
peribrogial kisimlarinda, bdbreklerin glomeriler kapillenele, strrenallerin sintizoid

hicrelerinde, pankreas ve testisin interstisye§ llmkusunda ve ger organlarda da
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rastlamak mumkdndir. Bitin bu lokalizasyonlardazmlasit ve lenfosit infiltrasyonu

bulunur (3, 21, 24, 38).

2.2.5.VLve HIV

VL 1986 yilinda VL - HIV iliskisinin ortaya konmasi ile farkh bir boyut kazagtm VL,
HIV ile enfekte hastalarda ilk firsat¢i enfeksiyarabilecgi gibi AIDS’in terminal
donemini koplike edebilir. Giney Avrupa’da AlIDSdilde veya immunsupresifskerde
hastalga yakalanma riski oldukga yuksektir. Bu hastala@esier, plevra, oral mukoza,
O0zofagus, mide, ince barsak, deri ve kemikgiiltutulumu oldgu gibi hastalk
asemptomatik olarak da seyredebilir. VL'in enderoidugu bdlgelerde HIV’le enfekte
bireylerde aciklanamayan semptomlar veya hepatospiegali varsa VL akla gelmelidir
(39).

Bircok Avrupa ulkesinde AIDS'li vakalarin % 9Q'un¥& saptanirken, VL'li yetgkinlerin
% 70'inde HIV enfeksiyonu saptargtm. Leishmania ve HIV birlikte bulunduklari
hastalarda ayni htcreleri tutundan hastalk @arlasmakta ve ygam suresi kisalmaktadir
(40, 41, 42).

2. 2. 6.immiinite

Leishmania donovalyie karsi bazi insanlar dgal dirence sahiptirleinsanlarda leishmania
enfeksiyonlarina kar antikorlar ve hicre aradilyle baisikhk gelismektedir.
Leishmaniasis hucresel immunite galalart icin  olduk¢a uygun bir model
olusturmaktadir. Parazitin ylzeyinde bulunan iki proii notral bir proteaz olan gp 63 ve
lipofosfoglikan (LPG)’'In parazit-makrofaj etkgeninde 6nemli rol oynagi gosteril-
migtir. Parazitin makrofaja tutunmasinin ardindan faldgositoz gerceklgr ve parazite
benzer bir vakuol okur. Daha sonra bu vakuol ile lizozomlarin membrankarlesir,
ancak bazi yuzey antijenleri ile notral proteamaryardimiyla parazit burada

sindirilememekte ve promastigot formundan, amostigopmuna dongerek replikasyona
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ugramaktadir. Amostigotlarla dolan makrofaj bir sigenra patlar ve ortama salinan
amastigotlar yeni makrofajlari enfekte ederler (43)

Hayvanlar ve insanlar Uzerinde yapilan gahlarda, leishmania enfeksiyonlarinin
rezolisyonunun veya re-enfeksiyonun onlenmesininegle olarak hassas konaklarda,
hicresel immun olaylara gia oldugu gosterilmgtir. Inbred fare sglarinda, enfeksiyona
karsl olan hassasiyetin otozomal olarak nesillere aktarl. kromozomda bulunan gene
bagli oldugu gdsteriimg ve Lsh olarak adlandirigtir. Ayni genin Salmonella
typhimurium ve Caimette-Guenn bacillus (BCG)'askaslan hassasiyeti kontrol eden
genetik lokus oldgu gosterilmgtir, insandaki genetik bdlgeler ise tam olarak leni
tanimlanmangtir. Hassas farelerde hasgah seyri, koruyucu immun cevap arasindaki et-
kilesime ba&li olup burada dagrlikli olarak T lenfositlerinden sentezlenen lekifderin
Onemli rol oynadii bilinmektedir (44, 45).

2. 2. 7. Vektorler

Insana kala-azagark ¢ibani, ve tatarcik hummasi gibi hastaliklaegiran Phlebotomus
(tatarcik) cinsi sineklerdir (1 2). Sicak ve neindilgelerde ygiyan bu sineklerin dileri
kan emerken leishmaniasis hagel bulgtirdiklari gibi, birtakim deri lezyonlarina da
neden olabilirler. Sicak ve tropikal bolgelerdeungan Phlebotomidae ailesinde 600 kadar
tur vardir (23, 32).

Sinekler; dgada kemirgen, kaplumpa, kertenkele ve uyuvalari ile yabanil hayvanlarin
inlerinde, mgara ve gac kovuklarinda, ayrica evlerin ve ahirlarin igcindevarlarin gatlak
ve deliklerinde, cevredeki gayiginlari gibi nemli, Ig ya da karanlik, riizgar almayan ve
sessiz yerlerde yarlar. Gunduzleri kuytu yerlerde gizlenen tatawmkd dgileri gece
barinaklarindaki memelilerden kan emerek beslani@ek yiksek bolgelerde yayabilen
tatarciklar ilkbahar ve Yaz aylarinda gorulir. Evlere girer vkirdikten gecebilir. Iyi

ucamaz ve Yyetiigi bolgeden uzaklara gidemez. Bu sinekler ancak ai&g gecelerde
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dolagirlar. Gurdltusiuz, yavwa kisa mesafelerde kona kona ucar, engele rastagsama
hareketi yapar.

Tatarciklarin diileri kan emdikleri halde erkekleri ya hi¢ besimalkzlar yahut son larva
safhasinda aldiklari besinle hayatlarini devamirégti. Erkekler 4 gtn, dileri bir ay kadar
yasayabilirler. Dsi tatarciklarin kan emmesi 4-5 dakika kadar stmer2vginde bir kan
emebilirler (21, 24, 33, 46).

Tatarciklarin c@rafi dagiiminda i1s1 6nemli faktérdir. 20°C’nin altindavargelgimi ve
eriskin aktivitesi oldukca azalir. Bu nedenle tataratkén az bir ay ortalama 20°C isiya
sahip olan bolgelerde bulunurlar. Yaddaolarak 70 kadar tatarcik tirinin leishmaniasis’e
vektorlik yapa@ii saniimaktadir. Bunlarin ancak az bir kismi vektoryoninden
incelenebilmgtir. Diger tdrlerin  vektorlik yap#g tespit edilmenstir. Phlebotomus
cinsinde Larroussius, Phlebotomus ve Paraphlebatoatiu cinsleri bilhassa 6nemlidir.
Bunlardan Larroussius alt cinsindekiler donovanive L. aethiopicayl; Phlebotomus alt
cinsindekiler L. majoru, Phlebotomus alt cinsL. tropicay! bulastiran vektorlerdir.
Lutzomyia cinsindeki Nyssomyia ve Psychodopygugialsleri Amerika kitasinda bulunur
ve L. mexicanave L. braziliensig bulastirirlar. Dosu’da (Turkiye,Israil, Suriye, Urdin,
Suudi Arabistanjiran) Phlebotomus ferfiliewi, P. alexandri, P. papataBi, ansarii, P.
caaucasicus, P. manyolensis,g&rniciosus, P. sergenti, P. simii, P. toldishmaniasis'e
vektorlik yapmaktadir. Turkiye ve Orta Asya’@Pa alexandrileishmaniasis'i bulktiran

onemli bir vektordur (1, 20, 35).

PHLEBOTOMUS GNSI Alt cins Adlerius
Alt cins Phlebotomus Phlebotomus chinensis balcanicus
Phlebotomus chinensis halepensis

Phlebotomus papatasi Phlebotomus chinensis kyrenia
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Phlebotomus chinensis brevis

Alt cins Paraphlebotomus Phlebotomus cimisi
Phlebotomus alexandri

Phlebotomus jacusieli

Phlebotomus sergenti

Alt cins Laroussius SERGENTOMY IANSI
Phlebotomus major Sergentomyiautain
Phlebotomus major neglectus Sergapita dentata
Phlebotomus kandelakii Sergentomyia dentataadant
Phlebotomus perfiliewi Parrot Sergenyia dentata arpaklensis
Phlebotomus perfilievi galileus Sergentomyiasgball
Phlebotomus perniciosus Sergentomyia theodori
Phlebotomus wenyoni Sergentomyia @askyi

Turkiye'de tesdalilen tatarcik turleri

2. 2. 8. Rezervuarlar

Hindistan’da ¢ocuk ve genc gkinlerde sik goérulerL. donovaniigin rezervuar hayvan
yoktur. Endemik olarak gorulgii Kuzey Cin'de ve Orta Asya’da rezervuar kdpeklerdi
(32). Epidemik olarak Sudan ¢ta olmak Uzere Dgu Afrika'da cocuklarda ve geng
eriskinlerde enfeksiyon sporodik olup rezervuar kenlgic(sican, gerbil) kiicuk etgillerdir.
Akdeniz cevresi ulkeler (Turkiye dahil), Orta fidda sporadik olgulageklinde kiguk
cocuklarda nadiren akinlerde, immun sistemi baskilangnikisilerde (AIDS ve
transplantasyondan sonra) enfeksiyon gorulir. Enderalgedeki AIDS’lilerin % 1 -
5’'inde kala-azar belirtileri vardir. Rezervuar; atar, kdpekler ve kopekgilerdir. Guiney

Avrupa’da {spanya, Fransdtalya) kopeklerin % 3 - 20'si seropozitiftir, bunia yarisi
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asemptomatiktir. Kuzeydm Brezilya'da c¢gunlukla cocuklarda gorilen kala-azar'in
rezervuari kopekler ve tilkilerdir. Ulkemizde isa bastalgin rezervuari kopeklerdir (5, 21,
28, 35, 41, 47).

2. 2. 9. Tani ve Ayirici Tani

Tanida epidemiyolojik veriler, klinik ve laboratubulgulari ile serolojik tani yontemleri
onem taimaktadir. Etkensel tani ise her zaman igin 6ngddmr. VL'in laboratuar tanisi
tedavi edilmemy vakalarda oldukca kolay, nukuslerde ve yetersdave uygulanmy
hastalarda zordur. Ayirici tanida VL ile sitma, ud®lloz, verem, donek humma, tifo,
paratifo, sepsis, histoplazmoz gibi hastalikladagtirilabilir. Hodgkin enfeksiy6z hepatit,
enfeksiydz mononikleoz, losemi chagas hasgtalakut sistozomiyaz, hepato-splenik
sistozomiyaz, PKDL, lepra ve sifilisten ayirt edilndifi Banti hastafii tanimi ile
hastaneye gonderilen vakalar da vardir. Bunlardarlayd taniminda laboratuar
metodlarinin 6nemi fazladir. Kala-azar'la sitméikie bulunabilir (2, 20).

Kala-azar sonrasi deri leishmaniasis’i lepra ileigtaulabilir. Dalak buyuklga, anemi ve
I6kopeni, balangicta gunde iki defa yukselen, sonra diizensan @itg, tasikardi, dilin
temiz olmasi Kklinik olarak kala-azari ginddrir. Bu tani laboratuar muayenesi ile
desteklenmelidir. Endemik bdlgelerde uzun sirens, atderleyici kilo kayb,
hepatosplenomegali, pansitopeni ve hipergamagiodmi VL akla getirmelidir (1, 2, 3,
24, 47).

Bazi vakalarda parazit kandan Uuretilebilmekte, meadi de direkt mikroskopi ile
mononukleer hicrelerde gorulebilmektedir. Ancak HIWL hastalarda periferik
yaymalarda leishmania'nin amastigekillerinin gorilme orani % 50 dir (39, 40, 48).
Kaltar genellikle bifazik Novy-MacNeal-Nicolle (N.Nl.) besiyerinde yapilir ve bu

besiyerinde oda sicafinda 3-4 hafta icinde urerler (21, 49).
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Serolojik olarak tanida Formol-jel reaksiyonu, EAISle Leishmania Ig G, Indirekt
Floresans Antikor (IFA) ve PCR yontemleri kullan(%0-56).

2. 2. 10. Tedavi

Dunyada; 16'sI galmis, 72'si gemekte olmak tzere toplam 88 ulkede endemik gidu
bildirilen leishmaniasis'in, kontrol altina alinnmada en 6nemli nokta, hastalarin etkin
olarak tedavi edilmesidir. Ozellikle tek rezervmarinsan oldgu antroponik VL
tedavisinde, uygulanan tedavi mortalite ve morkpitazaltmakta, hastgln ve parazitin
kontroliint sglamaktadir (38, 57).

Leishmaniasis tedavisinde uygun ilacin sec¢imi dreemCunku L. donovanive L. tropica
gibi antroponotik tirlerde ilag direnci ile kdasiimaktadir. Dger leishmaniasis etkeni turler,
genellikle zoonotik karakterdedir ve bu sebepledaencinin yayihmi pek mamkun giglir. VL
tedavisinde, olgularin kligi, etken turler ve hastaninggal g1 bolge dikkate alinmaldir (1, 2, 20,
58, 59, 60).

VL tedavisinde ila¢ kullanimi; VL, CL, mucocutanelsishmaniasis (MCL) ve diffuz
cutaneus leishmaniasis (DCL) olarak dért farkiniditabloya neden olan leishmaniasis’in
tedavisinde, halen en yaygin kullanilan ila¢ grygamtavalan antimon bgileridir (59).
Gunumuzde bu ilacin iki pentavalan antimon g¢fe kullaniimaktadir. Sodyum
stiboglukonat (Pentostam®) 100 mg/ml antimon“{Sberirken, meglumin antimoniyat
(Glucantime®)'da 85 mg/ml antimon ($koulunur. Her iki ilag da intravenoz (IV) veya
intramuskuler M) yoldan uygulanir ve gt antimon dozlarinda etkinlikleri aynidir.
Onerilen tedavi dozu, 4 hafta boyunca giinde te&rsafjekte edilen, 20 mg/kg/giin 'Sb
seklindedir. WHO tarafindan tek seferde uygulanabis digik doz 200 mg Shve en
yllksek doz 850 mg Smlarak tavsiye edilmektedir. Antimonlarin pareatenygulanma
yolu, uzun tedavi suresi ve yan etkileri gibi dematajlari vardir. Sistemik yan etkileri

genellikle doza bamhdir. Halsizlik, EKG dgisiklikleri, aminotransferaz seviyesinde
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artma ve kimyasal pankreatit sik fakat genelliklevarsibl yan etkilerdir. Bobrek
fonksiyonlarinin bozuldgu durumlarda, ila¢ atihmi bozulagadan doz azaltilmalidir (60,
61, 62).

Antimonlara direncli VL tedavisinde; pentamidin, r@aomisin (aminosidin), allopdrinol,
amfoterisin B ve ygi formulasyonlari, miltefosine, ketokonazol, iteoaazol, flukonazol,
terbinafin ve metronidazol gibi ilaclarda kullarlgir (63).

Leishmania - HIV koenfekte hastalarda uygulanatsdavi konusunda halen bir fikir
birligi bulunmamaktadir. Pentavalan antimoniyaller veydoderisin B kullaniminin etkin
olmasina kann, toksisiteleri ve uzun sdreli kullanimlari nedenle endse
uyandirmaktadirlar. Amfoterisin B lipid formullern kullanimi daha iyi tolere edilebilir
ve kisa sureli kullanilabilir (64, 65).

Tedavinin degerlendirilmesi

Genel olarak VL tedavisinin engicindan sonraki bir ka¢ giin icinde hasta kardhma
iyi hisseder ve atediser. Kan tablosunun iyiknesi ise 2. veya 3. hafta daslaa.
Eozinofil sayisinin artmasi veya normal seviyegjaknesi tedaviye bir cevap olarak kabul
edilebilir. Dalak birka¢ hafta icinde kugllmeyeslaa. Splenomegalinin devam etmesi
durumunda ise, tedaviye cevapsizlik, relaps veymasgibi dger bir hastafiin eslik
ettigini akla getirilmelidir. Serolojik iyilgme ancak aylar iginde g0Ozlenir. Tedavinin
basarili oldusu, tedavi bitiminden 1-2 hafta sonra yapilan konsmearleri ve kultir ile
karar verilir (66, 67).

2. 2.11. Prognoz

Tedavi edilmeyen kala - azar vakalari, genelliki&dx; yil strer. Fakat Afrika’daki vakalar
kisa surede tekrar akut faza dgerigk 5 ay icinde 6lumle sonuglanir. Tedavi edilnteye
kala-azar vakalarinda mortalite % 90’a kadar yiliksahcak tedavi edilen olgularda bu

oran % 1.5-3.4 arasindagigr. Vakalarin % 20'si subklinik olarak seyreder. 8l 6lime;
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kontrol edilemeyen hemoraji, ciddi anemi, sepsite@nomoni ve dizanteri neden
olmaktadir (1, 47).

2.2 .12. Korunma ve Kontrol

Leishmaniasis'in kontrolu igin #sel korunma tedbirleri artirimahdir. Halkingigminin
sglanmasi, her yagrubunda ve her dizeydesiler icin gerceklgtiriimelidir. Okul
¢asindaki ve gyerlerinde bulunan kiler buyik ve dnemli gruplari ofturmaktadir. Bu
gruplardaki kgilere hazirlanacak uygun programlagatien verilmeli ve &itim icin radyo,
televizon programlari posterler, resimler, filmleroplantilar gibi imkanlardan
yararlaniimali, bilginin tam ve dou olarak verilmesi, mesajlarin agler olmasi
sglanmalidir. Tatarcik sineklerinin ggfhe alanlarinin ortadan kaldirilmali, insektisid
tatbikati. Dimetil ftalat ve bimetilksantogenin %k vazelin merhemi ve repellent olarak
kullaniimalidir. Kemirgen kontrolii ve bunlarin ydaanin surilerek bozulmasi tatarcik
populasyonunu azaltabilir (2, 21, 37, 68).

Gelisen dinyada; ekonomik buyiime, yeni tarim projelemmun olmayan insanlarin gocu,
kentlsme, insan eliyle yapilan ¢cevre glgklikleri, baraj ve sulama sistemlerinin yapimi,
g6z Onune alan Dunya 8l& Teskilatl, her llkede bulunan uyeleriylgbirligi icinde
hazirladgl kontrol programlari yaninda, ulusal capt&itien kurslari, workshoplar,
seminerler, dinya capindaki epidemiyolojik vermerigincellgtirimesi, teknik
dokdmanlarin hazirlanmasi ve kontr@iréikli arastirma projelerinin desteklenmesi gibi
hizmetleri de yurutmektedir (21, 28, 57, 69 ).

2. 3. Leishmanianin Laboratuar Tanisi

2. 3. 1. Etkensel Tani

Tedavi edilmemy yogun parazitemili olgulardan kandan ince yayma Gieiteshoyanmasi

ile kemik iligi, dalak, lenf bezi aspirasyonlarinin veya kanitNNL kiltartinde tretilmesi
ile tan1 konur (20,49).
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2. 3. 1. 1. Direkt

Kan, kemik iligi ve dalak ponksiyon materyali ve kargmi aspirasyonundan hazirlanan
yayma preparatlar Giemsa ile boyanir ve mikroskofddX100) buyitmesinde incelenir.
Kemik iliginde parazit ilk enfeksiyonlarda % 94, relapsla¥l®4 oraninda bulunur. Dalak
ve karagier aspirasyonuda parazitin bulunma orani % 96 #88dhcak her iki yontemde
de hayati tehdit edici derecede kanama riski vakber buyimi lenf nodu varsa oradan
da biyopsi yapilabilir. Tanida kemikgliaspirasyonu en givenli yontemdir (15, 20, 54).

2. 3. 1. 2. Kaltar

Kala-azar'll hastalardan alinan kemilgiilikaracger, dalak ponksiyon materyalleri ya da
sitrath kan leishmaniasis’in tanisi igin en eskideeri kullanilan ve gtinimizde de en uygun
olan N.N.N. besiyerine ekilir. 23-25°C’lik etivdel-30 gun inkiibe edilir. Besiyerlerinde

leishmania’nin aragekli olan promastigotlarin tremesiyle kesin tamo(2,13,15, 20, 49).

Leishmania Uretiminde kullanilan diger besiyerleri

- RPMI 1640

- Medium 199

- Schneider's Drosophila Medium

- Nutrient Broth sayilabilir.

Ancak etkenin izolasyonu icin N.N.N. besiyeri kulilmali ve tGremeyi takiben istenirse
diger sivi besiyerlerine aktariimalidir.

Hayvan inokulosyonlari; ponksiyon materyallerinbdaatuvar deney hayvanlarina inokule
edilerek, bunlarin i¢ organlarinda leishmaniatigmmekle de taniya gidilebilir (21, 49).

2. 3. 2.indirekt yéntemler

Kala-azar olgularinda gamma-globulinlerde artmaalumin miktarinda azalma olgu
bilindiginden, siipheli hastalarda globulin-aloumin oranini saptamekekmektedir. Kala-

azar hastalarinin serumundaki immun globulingkarti genellikle IgG ve bazen de IgM
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seklindedir. Albumin-globulin oraninin gg@mesi esasina dayanarak gellen bazi testler
Kala-azar'in tanisinda kullaniimaktadir. Bunlarddapier'in Aldehit (Formol-Jel) testi,
Chopra'nin Antimon v&ia'nin presipitasyon testlerini sayabiliriz (2 ,49)

Formol-Jel (Napier’in Aldenhit)

Hasta serumunda artan globulinleri saptamak icmilga bir test olup, yapsh kolay ve
ucuz bir tani yontemidir. 1 ml hasta serum Uzefin&O lik formalinden 1 veya 2 damla
damlatilir. Sonuglari bir gtin sonra okunur (2).

Chopra’nin Antimon Reaksiyonu

Bir tiip icine 0.5-1 crhhasta serumu konur. 1/5 -1/10 oraninda damitikessulandirilir.
Bes deserli antimon bilgiminin (urea stibamin) damitik sudakb 4 eriyigi taze olarak
hazirlanir. Bu eriyikten serumun Uzerine birka¢ @arkonur. Tup iki el arasinda
yuvarlanarak kagtirilir. Pozitif olgularda 10-15 dakikada (bazef $aatte) bir bulaniklik ve

kimelgme olymaktadir (2, 15).

Leishmanin Deriici Testi (Montenegro Reaksiyonu)

Ilk kez Montenegro tarafindan; kultirde Ureyendonovanipromastigotsekilleri fenolle
inaktive edildikten sonra deri icine verilerek yap bir testir. 1 ml'sinde 6-10 milyon
promastigotsekiller bulunan soliisyondan 0.1-0.2 ml deri icirexiNr. Allerjik olan bu test
48-72 saat sonra okunur. Pozitif olgularda enjeksiyerinde 5 mm yada daha gebir
eritem olgur. Bu test Kala-azar olgularindaskangicta negatif olup, tedavi sonrasi veya
kronik hale gectikten sonra poziti§le Genellikle epidemiyolojik ¢cagmalarda kullanilr
(1, 2, 21, 70).

Kompleman Birlesmesi Testi

Kala-azar tanisinda kullanilan ilk serolojik tesilen birisidir. Bu test igin antijen, enfekte
deney hayvanlarinin dalak ve kaggrierindenL. donovankulttr formlarindan ve asit - fast

basillerden hazirlanmaktadir. Kompleman Bimesi testinin esasi; antijenin guak
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serumlar ile kastirihp, bu kargima kompleman eklenginde, antijenin 6zel antikoru ile
birlesirken komplemani da kB&yip tesbit etmesidir (70).

2. 3. 3. Serolojik Tani

Visseral Leishmaniasis’in duntlmesi durumunda tanida yardimci olmak amaciyla
dunyanin birgcok bolgesinde ol gibi tlkemizde de yuksek duyarlilik ve 6zgulliktien
serolojik testler uygulanmaktadir. Serolojik yonterde amac akut fazda artan anti-
paraziter antikorlarin titrelerini tayin ederek tygan yardimci olmaktadir. Serolojik testlerin
pozitif olmasi leishmaniasis'de ¢ok geeli olmakla birlikte seronegatif vakalardager
parazitolojik tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. gisi ile birden fazla test uygulamanin
serolojik taninin dgerini arttirabilecgi bildirilmektedir (71).

Uzun zamandir uygulandndirekt Fluoresan AntikorlFA) testine ek olarak ELISA, rk39
antijeninin kullanildgl dipstick testi ve Direkt Aglitinasyon Testi (DAT,) Indirekt
Hemaglitinasyon Testi (IHA)'de antileishmanial &otiarin saptanmasi igin rutinde ve
sero-epidemiyolojik cagmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Ayrica sgilarda
taniya yardimci olmak Gizere Western Bloting testkdllaniimaya bganmstir (4,12).

2. 3. 3. 1lindirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT)

Goldman tarafindan getirilen Fluoresan antikor testi Ameobiasis'degpet amiplerin
ayiriminda kullaniimasindan sonragel protozoon ve helmint hastaliklarinin tanisinda d
kullanilmaya bglanmstir. Kala - azar hastgiinin tanisinda kullanilan bu test, tim
immunoparazitoloji laboratuvarlarinda uygulanmaktadLeishmania'nin promastigot
sekilleri antijen olarak kullanilir (70).

2. 3. 3. 2. ELISA ( Enzyme-linked Immunosorbent Assy)

Parazit hastaliklarinin etkenleri direkt olarak igémedgi veya gorilmesi zor oldiu
zamanlarda bu hastaliklarin tanisinin yapilabilmgsi uygulanmakta olan serolojik tani

yontemlerinden olan bu yontem Enzyme Immun AssaylA)E olarak da
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isimlendirilmektedir (72). SUpheli materyalde ya antikor ya da antijjen aramalaa@ ile
kullaniimaktadir. Esas olarak gturulan antijen-antikor kompleksine enzim ilgaretli
antiglobulinin ilave edilmesi ve sonra substratitleamesi ile ger antijen veya antikor var
ise renk olgumunun g6zlenmesi esasina dayanmaktadir. Visssahhaniasis'in tanisinda
ve seroepidemiyolojik caimalarda kullanilan 6nemli testlerden biri olarak blka
edilmektedir. Promastigot veya amastigotlardan elddilen eriyik antijenlerini
kullanilabilmesinin yaninda son zamanlarda ELISAlispaalari daha spesifik olan
rekombinant Leishmania antijenlerin (gp63, rK39,/8-2 ve dp 72) kullanilg@i testler
tzerine ygunlasmigtir. Bu yontem ilk kez 1971 yilinda Engvall ve adkglar tarafindan
tarif edildikten sonra Malaria, Uyku hasfa)i Chagas, Amoebiasis, Toxoplasmosis,
Leishmaniasis ve helmint hastaliklarinin seroltgikisinda bgari ile uygulanmtir (14, 72,
73).

2. 3. 3. 3. Western Blot

Eriyik Leishmania antijeni ve molekiler standadlaBodium Dodecyl Sulfate (SDS)
poliacrylamide jel elektrofrezi uyguladikdan sonfeldeki polipeptidler nitroselliiloz
membrana geciriimektedir. Bu membran, 3 mm geinde uzunlamisina kesilerek normal
ELISA islemi uygulanmaktadir. ELISA da oldu gibi spesifik antijenler
kullanilabilmektedir. VL hastalarinin serumlari 120 kD arasinda molekulegidiktaki bir
¢cok antijeni kapsamaktadir. 14-16 kD antijenlershenaniasis icin en yuksek hassasiyeti
gostermektedirler. Ayngey AIDS’li hastalarda da gecerli sayiimaktadir. Beakalarda 14
kD banti bulunmasa da 16 kD’luk bant mutlaka sap&ktadir. Endemik bolgelerdeki VL
hastalarinin tanimlanmasinda 14-16, 22, 24 kDemifine kagi antikorlar kullanilirken
epidemiyolojik camalarda 14 kD ve 16 kD antijenlerine kaantikor taramanin gerli bir

tani araci oldgu belirtiimektedir (74).
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2. 3. 3. 4. Direkt Aglatinasyon Test(DAT)

Sivi besiyerlerinde dretileh. infantum promastigotsekileri sgguk Locke soliisyonu ile
yikanir ve % 0.4 Trypsin ile muamele edildikten isoRormaldehit ile fikse edilir. Sodyum
sitratl serum fizyolojik ile yikandiktan sonra %0Q'lik Coomassie Brillant Blue ile
promastigotlar boyanir, daha sonra tekrar sodyuratkiserum fizyolojik ile yikanir ve
promastigot miktart % 0.4310k Formaldehit ile sdmonsantrasyona getirilir ve
kullanilincaya kadar ©€'de saklanir.

Hasta serumu Gelatin ve 2-Mercaptoethanol iceremsisile sulandirilir. Sulandirma
kullanilan serum veya kan 6girin nereden alindina gore dgisebilmektedir (21, 70,
75).

2. 3. 3. 5indirekt Hemaglitinasyon Testi

Bu yontemde sadece eriyik antijenler kullaniimaktaériyik antijenle N.N.N. ve dier
besiyerlerinde Uretilen leishmania'nin promastigllerden hazirlanir. Eriyik promastigot
antijen soliisyonu -70°C'lik derin dondurucu veyafilize edilerek kullanilac&g zamana
kadar saklaniinsan veya koyun eritrositleri uygun fosfat tampokisyonu ile veya FTS ile

yikandiktan sonra tannik asit ile duyatialan eritrositler antijenle kaplanir (70.)

2.3.4. Leishmaniasis Tanisinda Molekuler Yontemler

Infekte organlardan elde edilen orneklerde, gen@dezitin az miktarda veya atipik
morfolojide bulunmasi, kultir yontemindeki kontaasyon riski gibi nedenlerle
Leishmania parazitlerinin saptanmasinda gugcliikler olabilmektedParazitin direkt
saptanmasina yonelik yontemler givenli olmasinaikdrassasiyet guktir. Bu nedenle
hasta kani gibi kolaylikla elde edilebilecek binék kullanilarak PCR uygulanabilir. Tanida
kullanilan serolojik metotlar, daha ©6nce parazidarsilasilip karsilasamadginin bir
gOstergesi olarak yardimci, duyarll ve 6zguldurc#g immunitesi baskilanmkisilerde

guvenli deildir. Eski ve yeni olgulari tam olarak ayiramayabDiger patojenlerle capraz
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reaksiyonlar olabilir. Molekuler tekniklerde, ineakecek drn@n az miktarda olmasi ya da
Ornekte parazitin az olmasi testi fazla etkilememmelornekten birkag farkli inceleme
yapiimasina olanak gmmaktadir.Leishmaniatirlerinin saptanmasi ve tanimlanmasi igin
genellikle her parazitte bircok kopyasi bulunan Xmiakuler" ve "minisirkiler" kinetoplast
DNA'si (KDNA) hedef secilmektedir. Ayrica sitoplaane ve nikleusta ¢ok miktarda
kopyasi bulunan 16S rRNA genleri, kiicik alt GnlRNA genlerinin belli kisimlarindan
hazirlanan problarin  kullanigh PCR ile, parazitler spesifik ve duyarli olarak
tanimlanabilirler (13, 53, 54, 76, 77, 78, 79).

2. 3. 4. 1. Molektler Tani PCR( Polymerase ChaiReaction)

Molekiler tanimlama yontemleri son 10 yilda cokihmr sekilde gelgmistir. "Polymerase
chain reaction" (PCR) 1987 yilinda Kary B. Mullerafindan tarif edilngtir. 1988 yilinda
Saiki yontemi ilk olarak tanida kullangtr. Saikinin "Thermus aquaticus” Taq DNA
polimerazi bulmasi ile yontem yayginhk kazagtm(80).

Ilk calsmalar manuel yontemlerle su banyolarinda uygulandan, sadece referans
laboratuvarlar icin uygun bir yontem olarak tanft&ensimdi, neredeyse her 6zel laboratuvarda
bile bulunmakta ve yaygin olarak kullaniimaktadviolekiler yontemlerin gediirildi i
Ulkelerde paraziter hastaliklara az rastlanmagavaziter hastaliklarin ¢cok olgu bélgelerde
de bu yontemlerin maaliyetinin yiksek olmasindaraylo parazitolojide kullanimi ge¢

olmustur.

PCR, nikleik asitlerin in-vitro olarak galtiimasini sglayan bir yontemdir. Hucre iginde
gerceklgen dg@al DNA replikasyonu PCR ile bir tlp igcinde takldir. Uygulanmakta olan

birka¢ tipi vardir. Bunlar Multipleks PCR Ayni tepkime tupu icine birden fazla bdlgeyi
cogaltacak primerler konarak yapilir. Nested PCRmplifiye edilen bdlge icinde daha

kucuk ayri bir bolge daha galtilir. Kantitatif PCR Belirli sayida kopya iceren 6rneklerle
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bilinmeyen 6rnek amplifiye edilerek kaastirilir ve bilinmeyen 6rnekte ka¢ kopya bulugdu

saptanir.

RT-PCR:Cogaltilacak hedef nukleik asit RNA ise revers traipkz enzimi ile 6nce DNA'ya
cevrilir, sonra PCR ile ggltilir. Leishmaniasis'in PCR ile tanisi 6nemlidRCR ile
leishmaniasis'in saptanmasi velaun identifikasyonu yapilabilmektedir (13, 69,, 7L,

82, 83 84).
2. 3. 4. 2. Nukleik Asit Saptama Yontemleri
Nukleik asit saptama yontemleri mikrobiyolojik tdaien siklikla kullanilan yontemlerdir.

Bu yontemler hibridizasyon ve nukleik asit ampkfgyon yontemleri olarak iki ik

altinda toplanabilir (79, 81, 85).
l. Hibridizasyon Yontemleri

Hibridizasyon birbirine uyumlusifreye sahip iki molekulin 6zgil olarak bigteesi
anlamina gelir. Nukleik asitlegifreleri birbirine uyumlu ise hibrid okturabilirler. Hibrid
olusturabilmek icin DNA molekdllerinin denatire edilkréek zincirli hale getirilmeleri
gereklidir. Hibridizasyon yontemleri icin genelikintikleik asit problari kullanilir. Nikleik
asit problari DNA veya RNA'dan dlur, caitli enzimler, antijenler, kemiluminesans
bilesikler ya da radyoizotoplarlgaretlenmg ve aranan hedef nikleik asite ytksek 6zgtillikte
baglanabilen dizilere sahip molektllerdir. Problar hé®NA hem de DNA hedeflerine
yoneltilebilir. Uzunluklari 20 baz ile binlerce bdmoyunda olsturulabilir. Hibridizasyon
yontemleri likit faz hibridizasyonlar, solid desliekibridizasyonlar ve in situ hibridizasyonlar
olarak tgsekilde uygulanabilir (77, 79, 81, 85).

a. Likit Faz Hibridizasyonlar

b. Solid Destekli Hibridizasyonlar

c. In Situ Hibridizasyonlar
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Il. NUkleik Asit Amplifikasyon Yo&ntemleri
In vitro nikleik asit amplifikasyon yontemleri glintinale oldukca yaygin kullanim alani
bulmustur. Son yillarda, 6zellikle rutin laboratuarlanaekrobiyolojik tani amaciyla

otomatize sistemler yaygiglaistir (76, 81).
Nukleik asit amplifikasyon yontemleri 3 genel kaigge ayrila bilir:
a. Nukleik asitte hedef bolgenin galtiimasi
b Nukleik asit tzerinde 6zgil problaringatiimasi
c. Sinyal ¢cgaltiimasi
2. 3. 4 . 3. Molekuler Tiplendirme Yontemleri
Molekdler tiplendirme yontemleri Gi¢ gaerkategoride toplanir (76, 84, 85) .
a. Lipopolisakkarit (LPS) ve yaasiti kullanilan yontemler
b Protein kullanilan yéntemler
c. Nukleik asit kullanilan yontemler
e DNA Dizi Analizi
e RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
e Plazmid Analizi

e Hibridizasyon Yontemleri

e PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)
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2. 4. Tibbi Kusur ( Malpractise)

Malpraktis beceri veya 6zen eksikliolan mesleki hatalar icin kullanilir. Bu hata tip
alanini ilgilendiriyorsa, tibbi uygulama hatasi gta "tibbi malpraktis" den s6z edilir.
Dunya Tabipler Birlgi ise malpraktisi (tibbi yandiuygulama), "hekimin tedavi sirasinda
standart guncel uygulamay1 yapmamasi, beceri efsidya hastaya tedavi vermemesi ile
olusan zarardir", seklinde tanimlamaktadir. Ancak "tibbi uygulama sinaa;
Ongorulemeyen bilgi ya da beceri noksgnlsonucu olgan zararin istenmeyen sonug¢
olduguna ve bunda hekimin sorumlglwolmadgina” dikkat cekmektedir (86, 87, 88).
Hekimlik tim meslekler arasinda insan ile en yakygkisi bulunan meslektir. Hekimin bu
iliskisi balica koruyucu ve tedavi edici hekimlikeklindedir. Hekimlerin uymakla
yukumld oldgu mesleki ve etik kurallar genel olarak yasal sdumlarinin da esasini
olugturur (89, 90).

Bu konuda ulkemizde "Tibbi Deontoloji Nizamnameli&leri giinimuz kegullarinda bazi
hususlarda yetersiz kalmakla birlikte genel olagedemli bir dayanaktir. Etik kurallarin
bazen mevcut yasalarla uyumsuzluk gostermesingnkayasalar hekimler icin Kgayici
niteliktedir. Kuskusuz bazi konularda yasa, tuzékyGnetmeliklerin etik ve hukuki agidan
tartsilmasi ve yeniden diizenlenmesi zorunludur. Ulkemibékimin hem genel mesleki
hem de adli olgular agisindan faaliyet ve sorunklialuni dizenleyen 6zel bir yasa
olmamakla beraber, ¢cok sayida kanun, tizik ve ydgiét bulunmakta olup, bunlarin en
Oonemlilerisunlardir (89, 91).

- 1219 sayili Tababet \guabati Sanatlarinin Tarkarasina Dair Kanun

- 1519 sayili Umumi Hifzisthha Kanunu,

- 6119 sayil Adli Tip Muessesesi Kanunu,

- 2219 sayili Hususi Hastaneler Kanunu,
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- 3153 sayili Radyoloji, Radyum ve Elektrikle Ted&ei Diger Fizyoterapi Miesseseleri
Hakkinda Kanun,

- 38 sayili Tababeti Adliye Kanunu,

- 6023 sayili Turk Tabipleri Birdi Kanunu

- Turk Medeni Kanunu

- Borglar Kanunu

- Turk Ceza Kanunu

- Tibbi Deontoloji Nizamnamesi

- Hasta Haklar1 Yonetmegi

Bununla birlikte hekimlerin tibbi kétl uygulamalard dgan sorumluluklarini dizenleme
altina almak amaci ile bir donem “Tibbi HizmetterK6tl Uygulanmasindan [@an
Sorumluluk Kanunu Tasaris{Malpractice Yasasi)” Turkiye Buyik Millet Meclisi
gundemine alnmgi ancak s6z konusu bu tasari henuz yasaangtir. Esasen Turk
Mevzuatina sergiirilmis bu dizenlemeler tahtinda, hekimlerin sorumluluklatespit
edebilmek igin, dncelikle uyulmasi gerekli tibbastlartlarin ne oldtunu tayin etmek
gerekmektedir. Zira hekimlerin tibbi uygulamalaligkin sorumlulgu, uyulmasi gerekli
standartlardan, hukuken kabul edilir bir gerekgmakisizin uzakkmalari durumunda s6z
konusu olacaktir.

Ancak bunun da 6ncesinde,gbk calisanlarindan neden bazi standartlara uygun hareket
etmelerinin beklenginin aciklanmasi gerekmektedir. Doktrinde iki sehelortaya
konuldysu goérulmektedir. Birinci sebep; hekimler,gdr insanlardan farkl olarak bir
egitime tabi tutulurlar ve bu @im sebebiyle edindikleri bilgiler onlarin meslek
uygulamalarinda, der insanlardan farkli davranmalarini beklememizéeneolur. Dger
sebep ise; profesyonel bilgi ve beceri gerektirggulamalarin dgerlendiriimesinde, o

meslein getirdigi standartlar 6lct alinmahdir (92).
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Hekimlik uygulamasinda standardin tespiti icin hakgter benimsenmesi gerekti
sorusuna verilecek cevaplar farkl olabilecektir

- Normal, ortalama bir hekimin bilgisi 0Ol¢t alinahil

- Hekimin lisans gitiminde Gzrendikleri esas alinabilir,

- Tip fakultelerindeki giincelgietiler esas alinabilir,

- Kosullar altinda hekimin yapabilegmin en iyisi 6l¢u olabilir,

- Meslek mensuplarinin genelince kabul edilen ve lamanlar esas alinabilir,

- Ayni kogullar altinda dier uzmanlarin ne yapagada bir 6lct olabilir (92).

Bu Olculerin standart tibbi uygulamayi tespit etmek tek bgina yeteri olamayaga
aciktir. Esasen standart tibbi uygulamanin ne gidu tespit ederken, her duruma, her
olaya ve her uygulamaya uygun bir tanim vermek mimmgorilmemektedir. Bununla
beraber doktrinde standart uygulamanin tespiti lbgmi lctlerin esas alirgni ve kisitli
tanimlamalarin yapildini séylemek gerekir.

Bir isin belirlenensekilde yapilmasi "standart" olarak tanimlanmakta&mook' a gore
tibbi malpraktis, "hastanin yaralanmasina sebap, &abul edilmy sglik bakim ve beceri
standartlarini sgdamada, salik bakim hizmeti sunan agisindan, bigdrasizlik veya yangi
uygulama" olarak tanimlanmaktadir (93).

Bu durumda malpraktis, standartlardan sapma an&ngeimektedir. Sgik alaninda
malpraktis, "hizmetleri sunan hekim, hgra ve ilgili mevzuata goére hastaya midahale
yetkisi bulunan fizyoterapist, psikolog veya digggn gibi sglik personelinin 6neri
ve/veya uygulamalari sonucu hagtadi normal seyrinin gina c¢ikarak, hastgmn
iyilesmesinin gecikmesinden hastanin oOlimine kadarsgbimi yelpazedekisartlarin
tumd"nu icermektedir.

Alton malpraktisi " bir hekimin kabul edilmitibbi uygulama standartlarina gére yapiimasi

gerekenden farkl bicimde di@is ve tedavi yapmasidgeklinde tanimlamaktadir (94).
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Dunya Tabipler Birlgi ise malpraktisi (tibbi yandiuygulama), "hekimin tedavi sirasinda
standart uygulamayi yapmamasi, beceri ekgikitya hastaya tedavi vermemesi ilesalu
zarardir",seklinde tanimlamakta, ancak "tibbi uygulama sidsdngdrilemeyen bilgi ya
da beceri noksar@l sonucu olgan zararin istenmeyen sonu¢ @doa ve bunda hekimin
sorumlulgu olmadgina” dikkat cekmektedir (Ttrk Tabipleri Bigii 1998; 43) (95).
Standart tibbi uygulamanin tespitineskin en fazla kabul géren yaklan “(Hekimin)
ortalama bir meslek§anin ayni veya benzer kollarda gosterege performansi gostermesi
seklindedir (92). Bu tanimdan, cevaplanmasi gerdd®gka bir soru ¢ikmaktadir: Standart
tibbi uygulamanin tespiti icin referans alinacatalama hekim kimdir?

Referans alinacak hekimin kim ofglinun tespitinde 6nceleri “bolgesellik kural” kabul
edilirken daha sonra ilgtmin gelismesi, dizenli gitim programlari, bilimsel toplantilar ve
internet kullanimi gibi ilerlemeler sebebiyle bddgé farkhliklarin azalmasi bu kuralin
elestirilmesine neden olmgur (92, 96, 97). Ve bdlgesellik kuralinin yeringjlusal
standart” kuralinin benimsenmesi 6neritmi(98). Buglnlerde tibbi standartlarin, bdlgesel
ve ulusal bazdan cikarilip, daha evrensel Olcllkabul edilmesi savunulmaktadir (99).
Makul ve ihtiyath bir uzmanin benzer bir olaydasnadavranmasi gerekine bakilarak,
hekimin standartlara uygun davranip davran@aespit edilmeye cafilmaktadir.

Turk hukukunda, standart tibbi uygulamanin tesgéirhangi kriterlerin esas aligtha
bakildginda, tc¢ temel Olcinin kullanifidi gortlmektedir. Bunlardan ilki, genel hayat
tecrubelerine gore herkese yuklenebilecek dikkatozenin gosteriimesi gereklfidir
(100,101,102). [Fer kriter ise orta seviyede tedbirli bir doktorwymahal vesartlar altinda
gOsterecgi mutad ihtimam ve 6zenin gosteriimesidir (103).onSkriter tip bilimini
kurallarini gézetip uygulamaktir (104). Boylelikheikukumuzda, bolgesellik kurali ya da
ulusallik kriterinin uygulanmagdini sdylemek yerinde olacaktir. Nitekim, gerek di&rece

mahkemelerinde, gerekse de Yargitay kararlarinéajntin mesleki standartlara uyup



35

uymadginin argtirilmasinda, Universitelerin tip fakultelerinde rg@di uzman @retim
Uyelerinin gorgine bavurulmakta boylelikle, Ulkenin neresinde faaliyetsterirse
gostersin, hekimlerin giincel ve gecerli yeniliklesggun hizmet verip vermedikleri
argtirlimaktadir (105,106). Esasen bu konuda mahkamelezman bilirkgilerden
beklentisi; “yapilmasi gereken” ile “yapilanin” nmayese edilerek hekimin standart
uygulamanin dina ¢ikip ¢cikmadginin tespit edilmesidir (107).

Yargitay kararlari incelenginde, yukarida belirtilen 6lgtlerden hangisinin sdarcih
edildigine dair yeknesak bir uygulamanin oddunu séylemek mimkin gorilmemektedir.
Ancak Yargitay bircok kararinda bu Olcllerin  hepsisiralayarak, hekimlerin
sorumlul@gunu noktasinda oldukga yuksek bir bek§gybulund@gunu ortaya koymaktadir.
Gergekten de Yargitay'in yeni tarihli bir kararind@oktor, hastanin zarar gérmemesi icin
yalniz mesleki dgl, genel hayat tecrubelerine gére herkese yuklgewedk dikkat ve 6zeni
gOstermek zorundadir. Doktor tibbi gatalarda bulunurken bazi meslgartlari yerine
getirmek hastanin durumunagee vermek, tip biliminin kurallarini gozetip uygualak
tedaviyi her turlt ihtiyat tedbirlerini alarak yapi zorundadir. Doktor ufak bir tereddit
gOsteren durumlarda bu tereddudu ortadan kaldirarajtirmalar yapmak ve orada
koruyucu tedbirler almakla yukumludur. §ié tedavi yontemleri arasinda se¢im yaparken
hastanin 6zelliklerini goz 6ninde tutmali onu gsiekisk altina sokmamali en emin yolu
tercih etmelidir’ denilmekte, bdylelikle hekim sanlulugunda her ¢ kriterinde birlikte
arandgl anlgiimaktadir (102). Bu hkdamda Turk hukukunda hekimlerin tibbi
uygulamalar agisindan uymak durumunda olduklaraasgandartlarin seviyesinin oldukca
yuksek oldgunu soylemek yerinde olacaktir. Hasta Haklarl Ydm@gi'nin “tibbi
gereklere uygun this, tedavi ve bakim” gaklh 11. madde hikmu de bu anlaydestekler

mabhiyettedir (108).
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Tibbi alanda pek ¢ok uygulama hatalari ileskagmak olasidir. Short' a goére hekimler
erken tani, tghis ve tedavi gamalarinda kusurlu davranabilmektedirler (109).

Tibbi uygulamalar s6z konusu ofglinda kusurlu davraglar ve yapilan hatalar sonucunda
meydana gelen zararin az ya da ¢ok, onemli ya dangiz olarak siniflandiriimasi g
desildir. Zira sonugta tum zararlar insan gbgl Uzerinde meydana gelen olumsuz
sonuclardir. Malpraktis nadiren tek bir nedenglib@larak meydana gelebilmektedir.
Genellikle insan (bilgisizlik, zihinsel muhakeme tddari, dikkatsizlik gibi), cevresel
faktorler ve tibbi cihazlar gibi malpraktis ghaasi riskini arttiran gl faktorler
mevcuttur (87, 110).

Insana bgli ve Malpraktisin olgmasina sebebiyet verecek faktogéylece siralanabilinir.
Bu faktorlerin belkide en Onemlisi tecribe vegitien eksikligidir. Bilgisizlikten ve
deneyimsizlikten kaynaklanan hatalarin sayisi aammmyacak olciidedir. Bilgi o kadar
hizlh gelsmektedir ki, hekimler kendi uzmanlik alanindaki tdorgilere dahi hakim
olamayabilmektedir. Herhangi bir hasgall midahale edebilmek icin belirli bir tecribe
gerekmektedir. Aksi takdirde tecriibesiz kadrolaygtersiz denetim sonucunda malpraktis
vakalarinin artabile@ belirtiimektedir (111). Yeterli mesleki bilgi ildonatiimamy saslik
personeli, sadece malpraktis vakalarinin artmagosh@acmayip, ayni zamanda ilgili ghr
personelin gitiime olan&ini da ortadan kaldirmaktadir. Hekimlerin, fizilkargunlyu ve
dikkat azlgi da malpraktiste 6nemli bir faktoér olmaktadir. kHdarin sikayetlerinin
yeterince dinlenmedi durumlarda, O©nemli hususlar atlanabilmekte ve ligan
deserlendirme nedeniyle hatali kararlar alinabilmekteBu durum, dgru bir teshisin
ancak fizik muayene ve yeterli ilgitine bali oldugu gostermektedir. Malpraktisi garan
sebeplerden biri de hekimin @& bakimi goOrevinin hastaya zarar verilmesi ile
sonuclanacakekilde ihlal edilmesidir. Olumsuz ceveartlari, personelin konsantrasyon

suresini etkilemekte ve sonugta daha hizli karameeyolu secilmektedir. Uygun olmayan
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ve yetersiz veya eksik tibbi cihazlar da vasatUiiimik performansa neden olmakta ve
malpraktis olgum riskini artirmaktadir.

Malpraktisin olyma nedenlerini boylece siraladiktan sonra tibbiulgygalar agisindan
tani ve tedavi gamalarinda karlagilan ve malpraktis olarak tanimlanabilecek durumlar
asagida aciklanmaktadir

2. 4. 1. Tanida Kasllasilan Sorunlar

Hastanin hekimden ilk beklentisi, hastatin tanisini dgru olarak koymasi olacaktir.
Bunun icin birtakim muayenelerin, tetkiklerin yapdsi ve sonra bunlarin
deserlendiriimesi gerekecektir. Hastaya, hagtaliprognozu ile ilgili beklentiler uygun
sekilde aciklanmali ve ilave beklentiler daha samitgabilecek hasta kritiklerini azaltmaya
yardimci olacalgekilde belirtiimelidir. Battin bulgularin detayliarbk dékiimantasyonu ve
hasta ile ileim, hastanin hast@inin her gamasinda ve her karar noktasinda zorunlu
olmaktadir. Hastayi, belirli ve karagtarilan bir zamanda veya belirli ve karagialan
bulgu ve semptomlarin ortaya ¢ikmasi halinde tekekime miracaat etmesi icingwek
etmek, hayati 6nem ¢emaktadir. Hastanigikayetleri d@rultusunda yapilan muayenenin
yeterli, elde edilen muayene bulgulariningdo olmasi gerekir. Bunlardan elde edilen
sonuglara gore birtakim tetkikler istenecekse, yan®¢ dgrultusunda istenen tetkiklerin
yeterli olmasi gereklidir. Aksi halde eksik ginama yapilmg olur ve kusurlu bir davragi
ortaya cikar. Sonsamada sira ile elde edilen bulgularin ve tetkikletgerlendirilmesine
gelecektir. Bu gamada da yandideserlendirmeler yapilmasi s6z konusu olabilir. Dodayi
ile tani konamayabilir veya yaglitani konabilir. Hekimden beklenen dikkat, bilgi ve
becerisini goOstermesidir. Burada unutulmamasi gerekokta, bu slemlerin her
asamasinda hastanin bilgilendirilmesinin gergiklir. Hangi tetkiklerin ne amacla yapigdi
ve ne sonuclar elde ediffli anlayacg! bicimde kendisine anlatiimalidir. Hekimin hastay

uygulayacg! tedavi ve ameliyat hakkinda bilgi vermesi ve igralmasi zorunludur. Tani
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asamasinda kusur olarak nitelendirilebileceg&edibir husus, gerekli olan konsultasyonlarin
istenmemy olmasidir. Bu durum eksik atama olarak kabul edilebilege gibi, 6zen
kusuru olarak da kabul edilebilir (112, 113).

2. 4. 2. Tedavide Kagilasilan Sorunlar

Tani ve Teghisin dgirulugu uygun bir tedavinin yapilabilmesinin @artidir. Dolayisi ile
tanida hataya dilmesi, baka bir deysle dggru taninin konamamasi halinde tedavi de
aksayacaktir. Bunun gnda tedavi gamasinda da kusurlu davrglar sebebiyle hatalarin
olusmasi ve hastanin zarar gormesi mumkundur. Hekirtdens: konulan hastgin
tedavisi icin en risksiz ve hasta acisindan en glivetedavi yontemini se¢cmekle
yukumladuarler. Bu anlamda cerrahi bir midahale gprgerekmedii uygulanacak ilag
kombinasyonlarinin se¢imi vb. gibi tedavi alterflatinden hangisinin tip bilimi agisindan
en d@ru ve guvenilir oldguna hekim karar vermeli ve hastasina bu kararirmiglidir.

Bu samadan sonra g#li alternatifler arasinda hangisinin tercih ed#gine hekim ile
hasta birlikte karar verecektir. Hekimin tedaviyigkin sorumlulgu sadece hangi tedavi
yonteminin uygulanagani tespit etmekle bitmemekte, tedavinin gerekieriryerine
getirilmesi hastanin ve hastah takibi tedavi sirasinda ortaya cikabilecek olums
durumlarin dgerlendiriimesi ve giderilmesi de tedavi sorumfuu kapsaminda
deserlendirilmektedir. Bu sorumluluklara aykiri daviamasi ya da ihmal gosteriimesi
durumunda ise tedaviye gkin kusurlu uygulamalar, yani malpraktis getektedir. Tibbi
uygulamalarda, tani ve tedaviningta olarak gergeklgiriimesinden asil sorumlu olangki
hastay! takip eden hekimdir. Ancak biligdiizere bu ameliyeler hekime yardimci olan,
saglik gorevlileri bulunmaktadir. Bu kiler hekim tarafindan verilen ve tespit edilen
talimatlar dgrultusunda hareket eitnden, onlarin kusurlarindan kaynaklanan zararlarda

dahi hekimin sorumlu kabul ediiglibilinmektedir.
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Gerek tani/tghis samasinda gerekse de tedayamasinda ortaya ¢ikan ve hastanin zarar
gbrmesine sebebiyet veren kusurlu tip uygulamaledeniyle, hekimlerin hukuk éninde
de sorumluluklari dgmaktadir. Bu bglamda, hekim tarafindan gerceftielen eylem ya
da yapilan ihmalin, ceza kanunlari ganele su¢ olgturmasi durumunda hekimin cezai
sorumlul@gu, ayni zamanda hastanin zararini gidermeye yormbkak da tazminat
sorumlulgu s6z konusudur.

Hekimin hasta ile ikkisi hukuken genellikle bir tir vekaletpi s6zlegme olarak kabul
edilir. Hekim vekil, hasta muvekkil durumundadir.udia goére, hekimin hastasina
iyileseceine dair guvence verme yukimlglii yoktur. Hekimlik meslg hukukgular
tarafindan da kabul ediigli Uzere riskli bir meslektir. Ginumuz hukuk ankagda,
hekimler ve dier s&lik personeli ¢calmalarini izin verilen risk kavrami cergevesinde
yerine getirirler. Her tibbi gigimin, tibbin kabul etfii normal risk ve sapmalari
cercevesinde dm@mbilecek kot sonuglart hekimi sorumlu kilmaz. akdibbi yardimin
O0zenle yurutulmesi zorunludu (6zen borcu)vardir.

Beklenilen 6zen ise hi¢ kkusuz ilgili s&lik biriminin tibbi olanaklari ve tibbi gigimin
tehlikelilik derecesi ile orantihidir. Hekim ve gdr s&lik personeli ¢aktigi birimin
olanaklari 6lcusunde gerekli onlemleri dnceden &lmzorunlu haller dunda riskli
tedavilerden kaginmalidir. Hekimin sorumi@lu 6zen borcunu yerine getirirken
gosterilecek bir savsaklama nedeniyle gindeme beteltir.

Hekimin cezai sorumluu TCK'nda ayrica dizenlenmemmnuayene ve tedavi sirasinda
hata yapma, hastaya zarar verme veya oOliumine sggseklindeki kusurlar TCK'nun
85 ve 89. maddeleri kapsaminda geldendiriimektedir. Buna goOre hekim, tibbi
uygulamalar sirasinda taksirle hastanin 6limuneitygaralanmasina ve zarar gérmesine
sebebiyet verir ise, hakkinda cezai takibat yagdaéktir. Taksirli davragin ne oldgu

ise, TCK’'nun 22. maddesinde tanimlagim Maddedeki tanima gore taksir; “dikkat ve



40

O0zen yukumlulgtune aykirilik dolayisiyla, bir davrgm sucun kanuni taniminda belirtilen
neticesi ongorilmeyerek gerceytiglmesidir.”

Hekim ve dger s&lik mensuplarinin kusurunun saptanmasinda mahke todit&i si olarak
esas olarak Yuksek 8l& Surasi'na (YS) bagvururlar. YS hekimlerin mesige iliskin
kusur ve durumlarini belirlemeye yetkilidir. & Bakanlg! icinde bulunan Y$ hekimlik
meslginde taninmy bilim adamlari arasindan secilen dokuz asli tUyedksgur. Ayrica
bakanlik mustgri, dangma ve inceleme kurulu kleani, sghk isleri genel mudurleri
suranin tabii dyeleridir. Ancak, mahkemeler cehresbbit eser, uzuv tatili gibi bazi
konularda Adli Tip Kurumu'na, kaurabilirler (Yargitay karari). Ancak burada hekarde
de bilinmesi gereken temel bir husus, mahkemelearkeerirken bilirkginin kanaatine
bagl kalmak zorunda daldir. Adli Tip Kurumu, mahkemeler ile hakimliklere savciliklar
tarafindan génderilen Adli Tip ile ilgili konulardalimsel ve teknik gorglerini bildirmekle
yukumli otoritedir (Adli Tip Kurumu Kanunu, 1982).1

Turk Tabipleri Birligi ise, hekimler arasinda mesleki deontolojiyi vgatamayi korumak,
hekimligin kamu ve ki yararina uygulanip gatiriimesini sa&lamak ve meslek
mensuplarinin hak ve yararlarini korumak amadwyiailmus kamu kurumu nitefiinde
mesleki bir kurulg olup, Haysiyet Divani aracgh ile odaya girmeyen veya kanunun
kendisini gorevlendirgii diger gorevlerini yerine getirmeyen uyeleri hakkindeza
vermekle gorevlidir (Turk Tabipleri Bigi Kanunu,1953; 1) (114, 115, 116, 117).

2. 4. 3. Tibbi Uygulama Hatalar ve Bilirkisilik

Tibbi uygulama hatasi iddialari, son yillarda bagagin organlarinda giderek artan oranda
gundeme gelmekte ve toplumun ilgisini cekmekte@igzlik sistemindeki aksakliklarin
kamuoyunda vyaragii hosnutsuzluk, hukuk sistemimizdeki yetersizlikler, rgadin
ilgisinin baglica nedenleridir. Bilimsel verilere dayanmayan,lagesi ile bilgilendirme

sorumlul@gunu da yerine getirmeyen bu yayinlar; hekimleetengi, bilgisi, davrangi ve
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hastaya yakkamini sorgulayan olumsuz tutumu ile hastalari hédienkagl dava agcmaya
yonlendirmektedir.

Bazi s&lik personelinin de hasta haklarina bilerek veydméyerek gosterdikleri
umursamazlhk, tibbi uygulamalar sonrasinda bir¢aglils personelinin gereksizce
suclanmasina zemin hazirlamaktadir. Bililkd kurumlarina hasta haklarini ihlal etmek
iddias! ile yapilan bavurularda, son yillarda gorilen grtdnceki yillarin birkag misli
rakamlara ulgmistir. Bu sonu¢ 1998 yilinda yayinlanan Hasta Hak¥&inetmelgi'nin
daha etkin ankmasi ve kullaniimasinin yani sira; hasta hekigkigdinin desisen yizu
salik politikalarindaki dgisimden kaynaklanan olumsuzluklar ve bu olumsuziddar
artan oranlarda hekimlerin sorumlu tutulmasi ilenmu gérinmektedir.

Salik hizmetlerinin sunumu sirasindasgailan aksakliklar nedeni ile son yillarda daha
kalici ve hizli ¢ozumler agariimaktadir. Hata yapan gk personelinin daha etkin
deserlendirilmesi i¢in bir takim yasal diizenlemelepymis ve yeni 6nlemler de giindeme
gelmistir. Hasta haklari yonetmgii ile hastalarin haklari korunurken,gt& personeli ile
ilgili duzenlemeler ¢ok gerilerde kalgtr. Mevcut miphem dizenlemelerde dddugibi
yeni ve &irlastinlan kogullarin, agilan bircok davada hekimlerin ceza ventmat
sorumlulgu ile kagi kargtya kalmasi sonucunu goraca ongorulebilmektedir. Mevcut
kosullarda, Turkiye’'de hicbir doktor kendini malpraktavalarinin uzanda géremez.

Tibbi malpraktis davalarinda ihmal iddialarinin askda genellikle uygunsuz tibbi
tedavinin yaralanmaya yol agtikanaati bulunmaktadir. Mahkemelerde birlgorUsleri
gercekleri bulmak icin grasan mahkeme heyetine buyuk kolayhiglsa. Bilirkisiler kendi
ifadeleriyle diinyada kabul géren bilimsel gercekiaahkeme heyetine sunarlar. Ofire
bir meteoroloji uzmani gece gercedda hirsizlik olaylariyla ayin safhalari arasinda
baglanti olup olmadii hakkinda gorg§isunarken bir balistik uzman isesamesafesi ya da

atsin yonu hakkinda bilgi verir. Benzegekilde tip doktorlari da kendi uzmanlhk
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alanlarinda, tibbi bilimlerde veya klinikk@malar hakkinda goglerini mahkeme heyetine
sunarlar. Tibbi malpraktis davalarinda en fazlgkaza ¢ikan dava sebepleri ya uzmanin
olay hakkinda ihmalde bulungunun iddiasi ya da hastalara gerekli tedaviyi venes
Uzerinedir. Tibbi bilirksiler hastalar Gzerinde meydana gelen travmalariaveyle
fertlerinin iddialarini mahkemelerde agilabilir sikayetlere gevirirler.

Hukuk ve ceza yargilamasi kanunlarinin bililid sistemindeki temel dayanak noktasi,
hakimin 6zel ya da teknik bir bilgiyi gerektirenada bir bilirkgiye bavurup bu konuda
kendisini aydinlatmak istemesidir. Ancak hakim, irkikinin verdgi rapor ile bl
degildir. Boyle durumlarda raporun kabul gormemesiedeesi ile agiklanmak zorundadir.
17.12.2004, tarih ve 25673 sayili Resmi Gazetegenlgman 5271 Kanun Numarali yeni
Ceza Muhakemesi Kanunu, biligkiin atanmasini (MADDE 63), sagidaki gibi
aciklamgtir. CozUmu uzmant, 6zel veya teknik bilgiyi gerektiren hallerdeitklsinin oy
ve goriglnin alinmasina re’sen, Cumhuriyet savcisinin,laati, vekilinin, stiphelinin
veya sarfiin, mudafiinin veya kanuni temsilcinin istemi Uzexikarar verilebilir. Ancak
hakimlik meslginin gerektirdgi genel ve hukuki bilgi ile ¢ozulmesi olanakli kdarda
bilirki si dinlenemez.

Bilirki si atanmasi ve gerekce gosterilerek sayisinin biggdnolarak saptanmasi, hakim
veya mahkemeye aittir. Birden ¢ok biligkatanmasina gkin istemler reddedil@ginde de
ayni bicimde karar verilir. Sogturma evresinde Cumhuriyet savcisi da bu maddede
gosterilen yetkileri kullanabilir. Ayni kanunda iokisi olarak atanabileceklerle (MADDE
64), ilgili asagida sunulan yeni ggsiklikler de belirtilmistir. Bilirki siler, il adli yargi adalet
komisyonlari tarafindan her yil diizenlenen birelist yer alan gercek veya tuzegiler
arasindan secilir. Cumhuriyet savcilari ve hakimpainiz bulunduklari il bakimindan

yapiims listelerden dgil, diger illerde olgturulmus listelerden de bilirki secebilir. Bu
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listelerin dizenlenmesine veya listelerde yer eetdrin ¢ikariimalarina gkin esas ve
usuller, yonetmelikte gosterilir.

Onceki kanunda da engel bir durum olmamakla belj@ni kanunda alti gizilen bir husus,
dursmada bilirksinin, acgiklamasi (MADDE 68) ile ilgili d&siklikti. Mahkeme, her
zaman bilirkginin dursmada dinlenmesine karar verebilgcgibi, ilgililerden birinin
(Cumhuriyet savcisinin, katilanin, vekilingiiphelinin veya sapin, miudafiin veya kanuni
temsilcinin) istenmesi halinde de aciklamalardaibolak Gzere dugmaya c¢girabilir. Bu
madde ile yargi sisteminde 6nemli bir yere sahippfaz sorgu” olarak adlandirilan,
bilirki sinin mahkemede tanigina bgvurulmasinin, 6nimizdeki ginlerde ¢ok sik olarak
gundeme gelege ongorulmektedir. Adil yargilama kapsaminda kamiti cok daha
ayrintih ve objektif dgerlendirilme olasiii bulunan bu sistem, bilirkiler icin de zorlu bir

sinav nitelginde olacaktir (112, 118,119, 120, 121, 122).
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Materyal

3. 1. 1. Galsma Alani

Calisma kapsamina alinan hastalatanbul ve dgisik illerden VL siphesi ile buradaki
Universite, devlet, SSKggim ve argtirma hastanesi gibi deik hastanelere Rauran
olgulardan segcilngtir.

3. 1. 2. Hasta gruplari

Incelemeye alinan hastalar tani ve tedavi konulnmad&cayla, yine bu hastanelerin cocuk,
hematoloji, enfeksiyon v.b. gibi kliniklerinde, g klinik tablo ile yatan ve bir ¢cok
tetkikten sonra leishmaniasisgiiniilen yada tani konulamayan asemptomatik 59 heastad
olugsmaktadir.

3. 1. 3. Materyal Alma

Calsmamiz Nisan 2002 ile Nisan 2006 tarihleri arasiidshmaniasissiphesi ile
Istanbul’da dgisik hastanelerin kliniklerde yatan hastalarin takityapan hekimlerin
laboratuarimiza aurmasi ile materyal alma istekleri gglendirilmigtir. Hasta bainda
bu konuda uzman klinisyenlerin ve yardimcilarinitak midahalesi ile uygun ortamda ve
kosullarda hastalardan kemikglive kan ornekleri alinngtir.

Alinan kemik iligi aspirasyon 6rnekleri uygun mikrobiyolojik ekim ni@mleri ile Once
steril sartlarda 3-5 adet NNN besiyerine ekimleri yapilddirekt yayma ve kalin damla
preparatlari hazirlandi. Daha sonra steril epentirplerine 200 pl kemik iligi konuldu.
Hastalardan alinan 5 ml kan drnekleri 3000 devedatriflj edildikten sonra serolojik
calismalar icin serum drnekleri ayrildi.

3.1.4. Laboratuar Calsmalari

Istanbul’da dgisik hastanelere giderek direkt olarak hastaiima alinan klinik 6rnekleri

hizli ve givenilir birgekilde laboratuarimiza ufarildi. Calgmalarin buyik ¢gunlugunu
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1.U. Adli Tip Enstitisu Adli Mikrobiyoloji ve Paratiloji Laboratuarinda gercekkrildi.
Sadece bu orneklerin bir kismini  molekuler tani RE€R calgmalarini Berlin’deki
Humbold Universitesi Robert Koch Charite Hijyen Mikrobiyoloji Enstitlisii Molekuler

Parazitoloji Bolimuinde incelendi (Resim 2).

Resim 2 :Charite Mikrobiyoloji ve Hijyen Enstitisi Molekuld?arazitoloji Bolumuinde
yapilan PCR c¢cagmalarindan goérunttler.

3.2. Tani ve Ayinm Yontemleri

3.2.1. Direkt ve Kultur

Hasta bainda alinan kemik igi aspirasyonundan hazirl@&iniz yayma preparatlar

Giemsa ile boyanip mikroskopta 10X100 immersigbjektifinde incelenngtir. Duyarliligi

arttirmak icin iki farkli argtirici tarafindanda gerlendirilmitir.

Kultdr icin hastalardan alinan kemikgiiponksiyon materyaller i¢cin en uygun besiyeri olan

N.N.N. besiyerine steril Pasteur pipeti ilegynlasma sivisina ekildi. Daha sonra 23-25



46

°C'de 21-30 gun inkube edildi. Bakteri Uremesinileginek icin ekim yapmadan ©nce
besiyerine 200 IU/ml Penicilline, 2 pg/ml Streptanmg eklendi.

Ekimden 3-5 glin sonra ganlasma sivisindan steril bir enjektor ya da steril @aspipeti

ile alinan sividan lam - lamel arasi hazirlanarparatlarda mikroskopta leishmania'nin
promastigotsekilleri arandi. Promastigagekillerin gorulmesi pozitif olarak kabul edildi.
Bu islem 7 gun ara ile tekrar edildi. 21 -30 gun sommailanan preparatlarda leishmania

promastigogekilleri goralmeyen kulttrler negatif olarak gglendirildi (Resim 3, 4).

TMP3.JPG

Resim 3: Kemik iliginde leishmania’nin amastiggekli (Giemsa 10X100).

TMP1.JPG

Resim 4:N.N.N besiyerinde ureyen leishmania’nin promastigdi(Giemsa 10X100).
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3. 2. 2. Serolojik Testler (ELISA, IFAT, Formol-Jel)

Serum drneklerinde; Formol-Jel, ELISA Ig G (Leismma@aAb R- Biopharm,Germany) ve
IFAT (kendi hazirladiimiz Leishmania infantujnile leishmania antikorlari agarildi.
Ayrica kemik iligi ornekleri ve kalin damla preparatlari PCR ghhasi icin saklandi.
N.N.N. besiyeri oda (23-25 °C) sicgkhhda tutularak haftada bir lam-lamel arasi preparat
hazirlanarak leshmania’nin treyip Grengiake bakildi.

Formol-Jel

Iki tip ahnir, bunlarin her birine 1 ml saydam serkonur. Bunlardan birine % 40’lik
formalinden 1 veya 2 damla damlatilir. Serum hermelkalanir ve iyice kagtirildiktan
sonra oda sicalinda 24 saat kendi haline birakilir. Serum kaygayomurta aki gibi
katilagir ve ayni zamanda saydaphi da yitirerek opakkarsa deney pozitif olarak kabul
edilir. Kuvvetli reaksiyonlarda birka¢ dakika icedserum kaynamiyumurta aki gibi
katillagir ve ayni zamanda saydagnhi da yitirerek opakkar. Deneyde 6nemli olan
opaklgmasidir. EBer serum katilgr seffaf kalirsa sonu¢ negatif olarak kabul edilir.
Sonuglar, icine formalin konmagutpdeki serumla kadastirilir.

IFAT (Indirekt Floresans Antikor Testi)

Besiyerinin sivi kismi ile birlikte alininan promigstlar pH 7.6 olan fosfat tamponu ile 3-5
kez 1500-2000 devirde 5 dakika santrifij edilerakagdi. Promsatigotlar 1 ml fosfat
tamponunda TOya da 10 olacaksekilde sulandirildi. Bu sulandirmadan bir kilavaml
aracllg! ile alkol- eter ile temizlenmgilamlar Uzerine steril Pasteur pipeti ile bir damla

konuldu ve oda sicalginda kendi haline kurumaya birakil@ekil 4).
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Sekil 4 : IFAT’ta kullanilan kilavuz lam

Kuruyan lamlar icinde silikajel ya da ¢s@ bir su ¢ceken madde bulunan plastik kutu ya da
torbalar icine konarak - 50 °C'lik derin dondurdal6 ay kadar sakladi.

Deney yapilaga zaman antijen kaph lamlar derin dondurucudarargip oda sicakdina
gelmesi igin bir siire bekletildi. Callacak hasta serumu, pozitif ve negatif serum demek
fosfat tamponu ile 1/16, 1/64, 1/128 ve 1/256 orvdal sulandirildi. Sulandirilan serum
orneklerinden 0.025 ml antijen Uzerine konuldu giede nemli stizge¢ k&l bulunan petri
kutular icinde 37°C’lik etivde 30 dakika inkiibeildd Daha sonra lamlar tzerindeki
serumlar dokuldiu ve Pasteur pipeti yardimiyla foséemponu ile hafifce yikanarak suyu
giderildi. Daha sonra lamlarin Uzerine fluoresc@nthiocyanate ile saretli anti-insan
globulinleri  FITC ( Florescein Isothiocyanate)saretli Anti-human polivalan
Immunoglobilin(lgA, 1gG, IgM) Konjugatin (Sigma-Bioignces-USA) 1/128 oranin da
sulandirilarak konulduicinde nemli stizgec kadi bulunan petri kutulari icinde 37 °C’lik

etlivde 30 dakika inkube edildi. Etivden cikarilamlarin tzerindeki sivi dokuldu ve
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Pasteur pipeti yardimiyla fosfat tamponu ile hafifglkanarak suyu giderildi. Lamlarin
Uzerine kurumadan serum fizyolojikle 1/9 oraninddassdiriimg gliserinden bir damla
konuldu ve lamel kapatildi. Byekilde hazirlanan preparatlar floresan mikroskolund
incelendi ve sonuclar kayit edildi. Pozitif vakalarleptomonaslarin 6zellikle ¢cevreleri ve
kinetoplastin bulundiu kisim parlak sari yé renkte gorultr. Leptomonasin sitoplazmasi
ise cevreden biraz daha az parlak sawil yeenge boyanmaktadir. Negatif vakalarda,
leptomonaslar uguk soluk gierenkte gorulmektedir.

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

VL sUpheli hastalardan alinan diz kan o6rneklerine witlaan serumlar ticari olarak
piyasada bulunan ELISA (RIDASCREEN® Leishmania Ab iopharm, Germany) Kkiti
kullanim kilavuzuna uygun olarak laboratuardasdatistir. Calsmamizi uygularken ilk
basamakta 1@l alinan hasta serumunu 190 buffer ile sulandirarak 1: 20 dilisyon
hazirlandi. A1’ e blank negatif kontrol, A2'ye Kalator, A3’e pozitif kontrol ve sonra
siraslyla devam eden kuyucuklara hasta 6rneklemidd®’erul ilave edilerek 10 dakika
oda sicakfiinda inkibasyona birakildi. Daha sonra 5 kez 300Oyikama sivisi ile
kuyucuklar yikanarak kurutma gali ile kurutuldu.lkinci asamada 10Qul anti-human IgG-
konjugate damlatilarak 5 dakika oda sicakida inkiibasyona birakildi. Tekrar 5 kez 300
ul yikama sivisi ile yikama yapildi. Uglinciaenada kuyucuklarin tizerine 50 substrat
ve kromogen ilave edilerek 10 dakika oda sigaktia karanlik bir ortamda bekletildi. Son
olarak yine 50ul stop solisyonu damlatilarak 450 nm dalga boywpmiktrofotometrede
okutularak sonuclar gerlendirildi. Elde edilen absorbansgageleri kalibrator kontroliin

absorbans dgrine bolinda.
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Sonuglarin dgerlendirilmesi < 0.9 - Negatif

0.9 -1.1-> Deney tekrar edilmeli

1 —> Pozitif olarak kabul edildi.
---------- =.........ISR(Immun Status Ratio) olarak iokeindi.
Kalibrator
3.2.3. PCR
Hastalardan almgioldusumuz kemik ilgi aspirasyon drneklerinin bir kismi ependerof
tuplerine konuldu ve bir kisimindan da kalin dameparatlari hazirlandi. Hazirlanan bu
ornekler cakilmak tzere Berlin Charite Robert Koch Mikrobiyalep Hijyen Enstittisi
Molekuler Parazitoloji Bolimu laboratuarina goténgk PCR yontemi ile ¢alid.
3.2.3.1. Klinik Orneklerden DNA Ekstraksiyon
Hastalardan alinan kemikgliorneklerinin DNA ekstraksiyonlarinin yapilagdaboratuara
calsilmak Uzere goturildu (Resim: 2). Prepratlar orweriérine 25Qul lysis buffer (50ul,
10Qul, 100 ul seklinde bir kag kez) konarak kisa bir sire @&neyumuwamasi icin
beklendi. Bir spatula yardimiyla lam Uzerindeki ékler dikkatlice hazirlanan 1.5 ml'lik
yeni bir ependorf icine konuldu. Uzerine 2,8 Triton X-100 yavaca bir kenardan
otomatik pipetle ilave edildi. Uzerine tekrar 216Proteinase K koyarak 1 gece 60°C de su
banyosunda inkibasyona birakildi. Ertesi gun fétabform ekstraksiyonu siemine
baglandi. Bir gece bekletilen 6rneklerin her birin@giostik fenol 1 volume (250 olacak
bicimde konularak iki parmak arasinda 3 dakika yava bicimde sga-sola ¢evirerek bir
karsim sa&landi, opak sut bigciminde bir kivam) konuldu. Dadanra 13 000 rpm’'de
ependrof santrifijde 3 dakika ceuvrildi. Bgleim sonucunda ependrof icersindesalu iki
farkll fazdan ust kisimda bulunani dikkatli bir ioigle alarak yeni 1.5 ml'lik ependrof igine
konuldu. Ayirdgimiz drneklerin Gzerine fenol: kloroform: isoamidal (25:24:1) 1 volume

esit olacaksekilde koyarak yukarida anlattifli sekilde elle ¢cevirme ve santrifiglemlere
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tabii tutuldu. Tekrar olgan fazdan Ust faz yeni ependroflara ayrilarak aeekioroform-
isoamilalkol (24:1) gt olacak sekilde konuldu. Parmak ucunda c¢evirme ve
santrifijlemeden sonra ortaya yukaridaki gibi yikiefaz elde edildi. Ust fazlari dikkatli
bir bicimde tekrar ayri bir ependorfa gadtildi. Ayrilan bu 6rngin tGzerine 1/10 3M Na
Asetat ve toplam hacminin iki kati kadar % 96’ltaeol ilave ederek -20°C 'de bir gece
beklemeye birakildi. Daha sonra Ornekler 30 daki&a00 rpm’de cevrildi. Busamada
DNA pelletleri dibe ¢oktu. Bir kez daha Ust faz takayrilarak dyari atildi. % 70’hk
etanol (40Qul, 600 ul yada 1 ml olabilir), ile ependroflar 15 dakikd@ Q00 rpm’de tekrar
santrifuj edildi. isleme tabi olan 6rneklerimizin Uzerindeki etanollkdillice dsari atildi.
Ependroflarin dip kisminda ya da kenarlarina gapi DNA pelletleri artik dgaridan gozle
fark edileceksekil almstir. Kapaklari acik bigekilde vakum yapilarak kurutulmak tzere
dry-speed’'te 7-10 dakika vakum yapildi. Tamamenukup etanol'iin buharfanasi
sglanan ornekler tzerine 100l TE buffer konuldu. Daha sonra DNA purifikasyonu
yapilmasi igin ticari olarak satin alinan hazirilat (Nucleospin, Machary- Nagel, Duren-
Germany) purifikasyonsiemi gerceklstirildi. Purifikasyon yapilmy yaklagik 30 ul DNA
drnekleri PCR’da kullaniimak Gzere -20°C‘de sakia

3. 2. 3. 2. PCR Amplifikasyon: ITS1 (Internal Trarscriped Spacer)

PCR icin kullanilan reaktifler ve daha Once eldéleedDNA ekstraksiyon Urunu olan
pelletler tekrar 6n hazirliklari yapilgnPCR odasina (Resim: 2) alindi. Amplifikasyonda
sirasiyla kullanilacak maddeler; 10X PCR Buffer,TéMbazlari (Amersham Biosciences,
UK limited. England), Tag Polimeraz enzimi (AppliBibsystems, Roche, USA), steril su,
Primerler LITSR (5-CTGGATCATTTTCCGATG-3')/L5.8S (5
TGATACCACTTATCGCACTT-3") ITS1 (Internal Transcripe8pacer) ssu rRNA ve

5.8S, rRNA (300-350 bp) ve DMSO (% 2.5 dimethylisyyd ) hazirlandi. Analizde
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secilen hedef bdlgede kullanilacak primerler tunshimania trleri icin ticari olarak

sentez edilmgierdir ( TIB-MOLBIOL, Berlin, Germany) §ekil: 5) (78).

LITSR L5 8 5R
— —
ITs1 I'Ts2
S BS NA
-~ —
L5585 LITSY
| JHA-350 bp TO0-750 bp J

S50-1130 bp

Sekil 5: Primer olarak kullanilan ITS (Internal Transcriggplacer)’ingematik
diyagramiiSSu = Kiigiik alt birim rRNA geni, LSU = Biyiik &iirim rRNA geni)

Tablo 1: PCR cakilacak bir 6rnek icin hazirlanan keama (Master Mix: MM)
konulacak maddeler ve miktarlari

ITS1-PCR
No Maddeler pl Final konsantrgen
1 10 x PCR Buffer 5 1x5
2 dNTPs, 2.5mM (10mM) 4 200puM
3 Primer, Forward, 10 pmol/ul 2.5 25 pmol
4 Primer, Reverse, 10 pmol/ul 25 25 pmol
5 DMSO 1.25 %b 2.
6 Taq Polymerase, 5 unite/pul 2 0. 1 Unjé/
7 HO 32.
Toplam kargim 47
OrneNA 3
Toplam 50

1 X Buffer icine 1.5 mM MgGCl konularak PCR Buffer elde edidi
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PCR’da kullanilacak tum bu maddelerdenl®agic olarak 1.5 ml'lik steril bir tlp icinde
Master Mix (MM) hazirlandi (Tablo:1) Ka¢ 6rnek galcak ise o miktarda ve de pozitif,
negatif ornekleri de icerecek bicimde her bir &nein hazirlanan 47ul MM 6nce
vortekslendi. Daha sonra kicuk mikrotiplere dikkate uygun sekilde daitildi.
Uzerlerinede 3ul DNA 6rneklerinden konuldu. Pozitif 6rnek icibeishmania turanica
(MRHO/MN/83/MNR-6), Negatif ornek icin sterii su (BBraun Melsungen AG,

Melsungen) kullanildi (Tablo :2).

Tablo 2: PCR’da; hazirlanan karm (MM), DNA 6rnekleri, pozitif ve negatif
kontrollerin miktarlari

Ornek | Pozitif érnek Pozitif kontrol Negatif
L. turanica (L .turanica*) Kontrol ( H20)
MM 47 ul 47ul 47ul 474l
DNA oérnekleri 3ul 3w
L.turanica | ... 2ul 2ul
Steril su | .o | o 2ul

* |eishmania turanica’niddNA konsantrasyonu 10ngl

Son olarak termocyler (PCR isiticl- gsbucu)'da buharlgma ve de kontaminasyonu
Onlemek icin her birinin Gzerine 1 damla (B0mineral y& konuldu. Kiguk mikrottplerin
kapaklar kapatilarak santrifiij edildi. Daha soriian calgilacak o6rnekler amplifiye
edilecei termocyler cihazina (Perkin Emler) vyatielerek (Resim:2) (Tablo:3)
programlandi. PCR’ da g@altilan Orneklerle hemen calabildigi gibi daha sonra

yapilacak glemler icin ya 2.5 saat ya da 1 gece beklgiildibi -20°C’de muhafaza edildi.



Tablo 3 : PCR’da leishmania’nin galtma glemininin yapilacgi isitma programi.

Calsilan Bolge Dongl sayisi Ayristirma Sggutma Birlestirme
ITS1-ITS2 Balangi¢ dongisij 95°C 2 dakika 0 0
ITS1 -ITS2 32-35dongii | 95°C 20-30 saniye| 53C 30 saniye| 72C 1 dakika
ITS1 -ITS2 Son dongl 0 0 72°C 6 dakika
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3. 2. 3. 3. Agaroz Jel Hazirlama ve Elektroforez

Yurutulecek 6rnek % 1 agaroz NA (Amersham Biosces, Sweden) ve 0.5 x TBE buffer
(0.023M Tris-borate, 0.5mM EDTA), ya 15 cm jel mlugunda 100 V, 1 saat sire yada
25 cm jel uzunlgunda 140V, 1.5 saat sure ile elektrofogdanine tabi tutarak yuritme
islemi tamamlandi. Burada agoroz jeli yuritmeden doicglak Gzerine kapl aliminyum
folyo Uzerine 3ul loading buffer, bl tank buffer ve 5ul'de amplifiye edilmg PCR
drtinlerinden olgan bir kargim hazirlanarak dikkatli bigekilde otomatik pipet yardimiyla
kuyucuklara konuldu. Marker olarak ise 1 kbp mdlek buyuklikte (One kilo base pair)
veya 123 bp molekuler buyuklikte DNA ladders (Invgen, Life Tech, Carlsbad CA,

USA) kullaniimstir ( Sekil 6).
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1 Kb DNA Ladder
0.5 pg/lane
0.9 % agarose gel

stained with ethidium bromide

Sekil 6: PCR’ da Marker olarak kullanilan 1 kb DNA Ladder.

Elektroforez gleminden sonra tankin icinden jel dikkatlice cikanak birka¢ kez distile su
ile yikanip ethidium bromide (0.5 pg/ml)’lu tankinde 15 dakika bekletildi. Bekletme
islemini matakip tekrar birka¢ kez distile su ile gdiktan sonra amplifiye edilgjmiPCR
drdnlerinin goruntistninin alingeabilgisayarli fotgraf cihazi (Gene Eagle eye 11,
Stratagene, Heidelberg)’'nda PCR urinleri belghlen

Degerlendirme kisminda ise 6rneklerimizin kontroll@é@k okumalari yapilip, daha 6nceki
defter kayitlari ve dolaptaki PCR gahalarinin sonugclari ile kgitastirarak cakma
islemimiz sonuclandirilngtir.

3. 2. 3. 4. PCR Tanisinda Kullanilan Kontrol Panééri

DNA Ekstraksiyon Kontrolu: Calsmanin balangici olan DNA ekstraksiyonun g

yapilip yapiimadiini argtirdigimiz ve PCR-ITS1'de amplifikasyon sonucunda negatif
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cikan orneklere (Bgangicta 1.5 ml ependroflarda saki&dnz) yaptgimiz bir slemdir.
Burada yapilanslem 6nceki PCR’dan farkh olarak kullanildnsan Beta Glubulin (HBG)
sorumlu genlerin amplifikasyongeklinde diizenlenen primerlerpB-F (5 -GAA GAG
CCA AGG ACAGGT AC-3") / G-R (5"-CAA CTT CAT CCA CGT TCACC-3")'in
uygulanmasiydi. Ayrica % 2.5 dimethyl-sulfoxyd MIBO) (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe)] yerine steril su konulgtur. Burada kullanilan érnek miktari @ ve dridn
boyutu ise 268 bp olarak belirlergtii (78) .

Pozitif ve negatif kontroller: Pozitif kontroller igin Leishmania turanica
(MRHO/MN/83/MNR-6)'dan elde edilen 10ng/ul konstyaada 3 ul DNA ve negatif
kontroller icin steril 2ul su (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) kullanildi
Inhibasyon Kontrolii: Calsmamiz esnasinda bir takim istenmeyen maddeleriepseb
olabilecegi inhibasyonlari tanimlamak yalniz goaa yeterli dgildir. Bizden kaynaklanacak
istenmeyen kirlenmeleri de kontrol etmek gerekin. iedenle tanimlanacak her 6rnek igin
pozitif kontrol olarak saflgtiriimig L. turanica(MRHO/MN/83/MNR-6), 10ng/ul ve buna
ilave olarak % 2.5 dimethyl-sulfoxyd (DMSO) (C&bth GmbH, Karlsruhe)'li yapilacak
tim PCR glemlerinde kullaniimgtir. Ayrica her zaman alinmasi gereken; eldiven
kullanma, temiz ¢cayjma ve daima dispozibl malzeme kullanimi v.b. gidlirlerle
kontaminasyonu Onleyecek ¢dlar da sglandi.

3. 2. 3. 5. Nesdet-PCR

Ik elde ettgimiz PCR protaktlarini bir kez dahagaitmak daha da fazla DNA Uriini elde
etmek icin yap@iimiz islem kuguk ependroflar igindeki ilk PCR urunlerinukarida
anlatilan gsekilde bir kargim (Master Mix) hazirlayarak @altma klemini yeniden
yapmaktir. Burada sadece, % 2.5 dimethyl-sulfoxypMEO) (Carl Roth GmbH,

Karlsruhe) yerine steril distile su konulgtur. Kullandgimiz érnek miktari 2ul olarak
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alindi. Yine daha dnce yapigibicimde 6nce PCR’da @altip daha sonra agaroz-jelde
yuruterek ve son olarakta goruntuleri alinarak Be@g?CR glemi sonuclandirildi.

3. 2. 3. 6. Restriksiyon Analiz ( RA)

Amlifiye ITS1 bolgesinin restriksiyon enzintlae 11l ( Hybaid-UK) ile tanimlanmasidir.
Burada amac¢ c¢amada Dbelirtilen pozitif klinikk 6rnekler (leishmapiam tur
tanimlamalarinin yapilagabir analiz tekngi kullaniimasidir. Orijinal PCR urtnleri (DNA
amplifikasyon PCR) ile yine bu trunlerin tekgagaltilmis Grinleri (Nested PCR) ‘nin
her biri icin Master-Mix (MM)’ler hazirlandi. HaZzanan bir ependrof icine sirasiyja
reaktifler konuldu. Restiriksiyon enziminderHge 1ll)’den1ul (5 unite), uygun 10 X
bufferdan 2 ul ve distile sudan 2 ul olagakilde bir kargim hazirlandi. Marker olarak
ise 1 kbp (One kilo base pair) molekiler bluyukéikeya 123 bp molekiler buytklikte
(Invitrogen, Life Tech, Carlsbad CA, USA) DNA laddeaullaniimstir. Ayrica bu kagima
klinik orneklerden elde edilen drdnlerden ise 15 Kolyarak 37°C‘de 2 saat etlvde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon devam ederken bir taraftanda hazirlaestiksyon
aranleri (5 pl Master-Mix + 15 pul PCR dranu)’nigaroz jelde goriuntulerini almak igin jel
dokip hazirlandi. Yalniz burada yuritulecek mikterifazlalgl da gbz 6nine alinarak ve
de daha iyi goruntt almak icin agar miktari dadazituldu. Tum klinik 6rneklerin icine 4
pl loading buffer (%80 glycerine, 0.1M EDTA pH 810 mM Tris-HCI pH 8.0 )'da ilave
edilen ependroflar iyice katirilarak konuldu. Ayrica dikkatli bir bigcimde halanan
buyuk bir jel tepsisi icine 0.5X TBE buffer (0.023MTris-borate, 0.5mM EDTA) ile
normal agaroz (Amersham Biosciences, Sweden) tlikkia sekilde konuldu. Daha sonra
yuklemesi biten drnekler 1.5 saat 140 V elektrafagemine tabi tutularak yuratmelemi
de tamamlanmgi oldu. Son olarak ise DNA parcaciklarinin Ultra lgioisik altinda
goruntulerini almak icin 15 dakika ethidium bromid@.5ug/ml) ile muamele edildi.

Restriksiyon Urlnlerinin gérantisuininun alinadailgisayarh fot@raf cihazi (Gene Eagle
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eye 11, Stratagene, Heidelberg)’'nda bunlar behgeleAyrica dgerlendirme sirasinda

leishmania’nin ITS1 bélgesinin restriksiyon haritakaki sayisal deerler goz 6ntine alindi

(Tablo: 4).

Tablo 4: ITS1 boélgesininin restriksiyon haritasindaki sayceserleri

Leishmania

tarleri

donavani | infantum | chagasi

Restriksiyon

aethiopica tropical major| turanica | mexicana

Enzimi
184 184 185 200 185 | 203 203 186
75 72 72 57 57 132 54 142
Hae Il
54 55 55 54 53 52
23 24 24
3.3. Kullanilan Malzeme ve Ara¢ Gerecler
3.3.1. Kimyasallar ve Kitler
Kimyasal Madde Fiem
Hae Il Hybaid-UK
Primerler TIB-MOLBIOL, Syntheselaboreiin
PCR kit Gibco
TEMED (N, N, N, N tetra etilen diamin) Fluka
Mineral y&s Sigma

DNA marker 100 bp,123 bp, 1 kb
USA

Giemsa

Invitrogen, Life Tech, Carlsbad CA,

Sigma



BSA (Bovin serum albimin)
Asetik asid

Kloroform

Ethanol

Formaldehid

Isoamil alkol

Gums nitrat

Sodyum asetat

Metil alkol

Alkol-eter

Metilen mavisi

Leishmania Ab

Anti-Human Polivalaimmuinoglobilin( IgA,lg
FITC (Fluorescein Isothiocyanate) Konjugat
Sodyum fosfat

Sodyum Klorar

Sodyum dodesil silfat
Sodyum karbonat (SDS)
MoSievem-Agaroz- MS500
Triton X-100

Agaroz NA

dNTP bazlari

England

PCR purifikasyon kit

Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Biopharma

G,IgM)
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Peglab
Sigma
AmershamBiosciences, Sweden

Amersham Biosciences, UK limited.

Nucleospin, Machary- Nagel, Duren-

Germany



60

DMSO ( Dimetil sulfoksil) Carl Roth GmbH, Karlsruhe

H20 steril B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Borik asit Roth
Gliserin Roth
Fenol (buffered) Roth
Foetal calf serum Seromed
EDTA Sigma
Ethidiyum bromid Sigma
Penicillin/Streptomycin Sigma
Proteinaz K Sigma
Sodyum hidroksit Sigma
Malzeme _Firma
Lam ve Lamel
Cam @gyalar ( beher, balon joje, mezur, pipet v.b.) Technical
Santriftj deney tupleri
Kapakli tipler 2 ul Eppendrof
Steril filtre 0.22 pm Millipore
Steril kltar tapleri Nunc
PCR i¢in duz tip 0.5 ml Peqglab
Selofan Roth
Mikrokapiller yuvarlak uclar Sigma
Hava gecirmeyen uglar 0.5-10 pl Sigma
Otomatik Pipet uclari 0.5- 10 pul Eppendrof

10 - 100 pl

100 -1000ul



3.3.2. Cihazlar

Cihaz
Ependrof Santrifij
Santrifdj
Isi déngi aleti (Termocyler)
Spektro fotometre

Goriuntileme cihazi

Elektroforez

Is1 ayarh calkalyici

Otomatik pipetler; 1-10 ul, 10-50 pl, 20-100 pl

50-250 pl, 250-1000

Otoklav
Buzdolabi

Derin dondurucu
Vorteks

Etav

Pasteur firini
Manyetik kargtirici
Elektronik hassas terazi
Guc¢ kayngi

Filtre

Vakum cihazi
Elektrikli 1sitici

Binokuler Mikroskop
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_Firma

Heraeus Sepatechigjefl3R
Heraeus Vagéu3.0R
Perkin-Elmer

Heraeus

Gene Eagle eye 11,t8gene,
Heidelpger

Sartorius

Nuve

Eppendorf

Nuve
Bosch
Bosch
Heraeus
Nlve
Nuve
Heraeus
Heraeus
Biometra standard Power pack P250
Sartorius
Eppendorf 5301
Elektromag

Nikon



Floresan Mikroskop
Fotograf makinesi

Elisa okuyucu ve yikayici

3. 3. 3. Standart soltisyonlar

Kullanilan standart soliisyonlar

10 X TBE Buffer (1 1t)

Ethidium bromide stok soliisyon(10 mg/ml)
TE-Buffer

(200 ml; pH 8.0)

1kb/123bp ladder stok solisyon (500 pl)

EDTA (Etilen di amin tetra asetik asit)

Na-Asetat (Sodyum asetat tri hidrat)
5.2)
Tris (hidroksimetil amino metan)-HCI

Magnezyum Klorur
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Olimpus B x 50 x 400
Zeizz Axioskop-40

Bio-Tek EL x 800 EL x50

Miktarlari
108g Tris (hidroksimetil amino metan
55 g Borik asid
40 mg ETDA (0.5 M ; @D)
001pul Ethidium bromide
2 It Distile su
2mlTris (1M ; pH 8.0)
400 pl ETDA(0.5 M; [840)
375 ul Distile su
75 ul Stop sollsyon
50 ul Standart
73.06 g EDTA (0.5It, 0.5 M ; pH 8.0)
20 g Sodyum hidroksit

40.82 Sodyum asetat (100ml, 3M , pH

12.11g Tris (100 ml, 1M ; ;pH 7.4,8.0,8.5
100 pl Stok soliisyon ( 2ml,50 mM)

1900 pl Distile su



dNTP 50 ul A,C,G, T bazlare(tbirinden)

1 800 pl distile su

Leishmania Lysis- Buffer (0.5 It) 1.46 g Sodyum klorur
10 ml EDTA
25 ml Tris-HCI

Stop solusyon (30ml) 15 ml glycerine

30 g Brom-fenol mavi
6 ml EDTA ( 0.5 H 8.0)
0.3 ml Tris ( 1M{[8.0)
Etanol (1) 700 ml saf Etanol (% 70)
300 ml distile su
Kloroform- isoamil alkol 46 ml Kloroform (24:1)
2 nioamil alkol
Agaroz (100ml) 2 g agaroz
10 ml 10 XTBE-buffer
100 ml distile su
Proteinaz K (10 ml) 200 mg Proteinaz K

10 ml distile su
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4. BULGULAR

Calsmamizda, visseral leishmaniagigphesi ileIstanbul’da bulunan gili hastanelere
Nisan 2002 - Nisan 2006 tarihlerini kapsayan domgnde bgvuran 59 hastayla ilgili ya
cinsiyet, daha once bulungiu il, oturduyu yer ve bavurulan hastane ile ilgili bilgiler
Tablo 5’de gOsterilngtir.

Istanbul'da bulunan gitli hastanelere gidilerek kendilerinden kemik kan 6rngi alinan
toplam 59 hastanin 36 (% 61 )’si erkek, 23 (% 38gdin, yalari 1-32 arasinda olup ya
ortalamasi yakkak olarak 7 dir. Laboratuar ¢gmalari ve dier klinik tani testleri ile
pozitifligi kesin olarak saptanan VL'li 11 hastanin 6 (% %416erkek, 5 (% 45.4)'i kadin
yaslar1 1-17 arasinda olup yartalamasi 7.5 ‘tur.

Aragtirilan 59 VL stpheli hastadan kesin tanisi konulanlardan 6 (%)B0Istanbul‘da, 2
(% 3.4)’si Kastamonu’da ger 3 (% 5.1)'U ise Kitahya, Hatay ¥emit'te oturmaktadir
(Tablo 6).

Tani konulan 11 hastanin 6 (% 10.1 )’sin da herhbingeyahat 6ykusi olmatlihalde, 5
(% 8.5)'inde seyahat 6ykusu vardir (Tablo 6).

Tablo 7’de VLsupheli ve tanisi konulan hastalarin hastanelere dé@nlimlari, Tablo 8‘de
herhangi bir test pozititii saptanan Visipheli hastalar ile kesin tanisi konulan hastalara
ait klinik belirtiler, Tablo 9'da VL kesin tanigonulan hastalarin kan biyokimyalari, Tablo
10’da VL tanisi konulan hastalarin hastalle ilgili olarak klinik bulgulari , Tablo 11'de
VL kesin tanisi konulan hastalara ait dosyalardbakii verilerin dgerlendiriimesi

gosterilmektedir.
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Tablo 5: Calsilan 59 VLsupheli hastanin ygacinsiyet, daha 6nce bulungluil, oturdiugu yer ve bgvurulan hastanelerle ile ilgili bilgiler.

Hasta Yasl Cinsiyet Daha Once Oturdu gu Yer Basvurulan Hastane Hasta Yasl Cinsiyet Daha Once Oturdu gu Yer Basvurulan Hastane

No: Bulundugu il No: Bulundugu il

1 7 E Wsak KagithanelST Sisli Etfal Hastanesi 31 2 E Istanbul KavaclHST Kartal Devlet Hastanesi
2 12 K Zonguldak BacilariST Bakirkdy SSK 32 6 E Istanbul HaskoysT Cerrahpga Tip Fakilltes|
3 4 E Istanbul MecidiyekoyST Sisli Etfal Hastanesi 33 11 K Sinop Gerze/Sinop Kartal Devlet Hastanesi
4 11 K Istanbul Gungi/IST Bakirkdy SSK 34 4 E Istanbul Istanbul Kartal Devlet Hastanesi
5 9 K Kastamonu Sultanbeyi8T Kartal Devlet Hastanesi 35 3 E Istanbul Istanbul Cerrahpa Tip Fakilltes
6 3 E Sinop Boyabat/Sinop Sisli Etfal Hastanesi 36 3 K Istanbul KavaclHST Kartal Devlet Hastanesi
7 7 K Kastamonu Kastamonu Sisli Etfal Hastanesi 37 1 K Tokat BacilariST Sisli Etfal Hastanesi

8 3 K Istanbul KartallST Kartal Devlet Hastanesi 38 18 E Sivas CeliktepdST Sisli Etfal Hastanesi

9 1 E Istanbul GaziosmanpaliST Sisli Etfal Hastanesi 39 3 E Erzurum Istanbul Sisli Etfal Hastanesi
10 10 K Istanbul Okmeydari®T Sisli Etfal Hastanesi 40 11 K Sinop Sinop Cerrahpa Tip Fakiiltes|
11 5 E Istanbul Kasimp@/iST Sisli Etfal Hastanesi 41 6 E Trabzon Maltep&sT Cerrahpga Tip Fakiiltes
12 6 K Kastamonu Kastamonu Sisli Etfal Hastanesi 42 2 E Istanbul Sanayi MatT Sisli Etfal Hastanesi
13 10 E Istanbul MaltepdST Kartal SSK 43 1 K Istanbul HalkaliST Bakirkéy SSK

14 4 E Konya GaziosmanpaliST Sisli Etfal Hastanesi 44 11 K Kastamonu Kastamonu Cerrabmd 1p Fakltes|
15 12 E Istanbul ZeytinburndST Bakirkdy SSK 45 7 E Kayseri Esenld$T Bakirkéy SSK

16 7 K Istanbul FatiHST Haseki Devlet Hastanegi 46 6 E Kitahya Kitahya Afyon Kocatepe Tip Fak
17 7 E Usak Banaz/§AK Sisli Etfal Hastanesi 47 4 K Tokat Tokat Cerrahga Tip Fakilltes
18 1 E Kastamonu Istanbul Sisli Etfal Hastanesi 48 4 E Adapazari Adapazari Kartal SSK

19 5 E Istanbul Istanbul Bakirkdy SSK 49 5 E Diyarbakir Diyarbakir Vakif Gureba Hastanesi
20 5 K Bursa Bursa Bakirkdy SSK 50 6 E Siirt Istanbul Sisli Etfal Hastanesi
21 2 K Siirt SultanbeyliiST Kartal Devlet Hastanesi 51 6 E Kastamonu Inebolu/Kastamonu CerrahgaT 1p Fakultes
22 1 K Istanbul FatiHST Istanbul Tip Fakiiltesi 52 3 E Zonguldak Zonguldak Sisli Etfal Hastanesi
23 2 E Istanbul CengelkoysT Sisli Etfal Hastanesi 53 3 K Tokat PendikST Cerrahpga Tip Fakiiltes
24 17 K Corum Glltepd 8T Istanbul Tip Fakiiltesi 54 16 E Kars Izmit Cerrahpga Tip Fakiltes
25 1 E Istanbul Istanbul Cerrahpa Tip Fakiltes| 55 2 E Mardin KartallST Kartal Devlet Hastanesi
26 15 E Van Tatvan/VAN Cerrahga Tip Fakiltes 56 6 E Urfa SultanbeyliST Kartal SSK

27 28 E Corum Istanbul Cerrahpa Tip Fakiltes| 57 1 E Istanbul FatiHST Sisli Etfal Hastanesi
28 10 K Adana Istanbul Sisli Etfal Hastanesi 58 35 E Urfa Celiktepel ST Cerrahpga Tip Fakilltes
29 2 K Kastamonu Inebolu/Kastamonu Sisli Etfal Hastanesi 59 2 K Istanbul ikitelli/ IST Bakirkoy SSK

30 12 E Hatay Hatay Sisli Etfal Hastanesi




Tablo 6: Visseral Leishmaniasis kesin tanisi konulastdlarin seyahat 6ykulerinin
bazi demografik 6zelliklerle kgitastiriimasi.

Hasta | Yasi | Cinsiyet | Daha Once Oturdugu Yer Basvurulan o
No Bulundugu Hastane Seyahat Oykisi
il

_ ; Sisli Etfal +

1 7 E Wsak KagithanelST Hastanesi
2 12 K Zonguldak BacilariST Bakirkdy SSK +
. e s Sisli Etfal -

3 4 E Istanbul MecidiyekoyST Hastanesi
12 6 K Kastamonu Kastamonu Sisli Etfal . i

Hastanesi
. Sisli Etfal -

29 2 K Kastamonu | Inebolu/Kastamonu Hastanesi
Sisli Etfal +

30 12 E Hatay Hatay Hastanesi
31 2 E Istanbul KavaciiST Kartal Deviet )

Hastanesi
; . Kartal Devlet -

36 3 K Istanbul KavaclkST Hastanesi
43 1 K Istanbul HalkaliST Bakirkdy SSK -
. . Afyon Kocatepe +

46 6 E Kutahya Kitahya Tip Fak

N Cerrahpsa Tip +

54 16 E Kars Izmit Fakiltesi

Tablo 7: Visseral Leishmaniasigipheli hastalar ve tanisi konulan hastalarin hattesn

gore dgilimi.

Hastane Sdpheli hasta % Pozitif tan1 konulastaa %

sayisl sayisl
Sigli Etfal Hastanesi 22 37.2 5 454
Cerrahpsa Tip Fakiiltesi 13 22 2 18.2
Bakirkdy SSK 8 13.6 2 18.2
Kartal Devlet Hastanesi 8 13.6 1 9.1
Kartal SSK 3 5.1 -
Istanbul Tip Fakiiltesi 2 3.4 1 9.1
Haseki Devlet Hastanesi 1 1.7 -
Vakif Gureba Hastanesi 1 1.7 -
Afyon Kocatepe Tip Fak 1 1.7 -
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Tablo 8 : Calsmada herhangi bir test pozitfli saptanan Visseral Leishmaniagigpheli
hastalar ile kesin tanisi konulan hastalara artikkbelirtiler.

Klinik Supheli hastalar Tanisi konulan hastalar
Belirtiler var oly Toplam var yok Toplam
sayl % say1% sayl,. % sayl % sayl % sayl %
Ates 16 84.2 3 58 19 100 10 909 1 9.1 11 100
Halsizlik 9 47.4 10 52.6 19 100 7 636 4 364 11 100
Karin grisi 2 10.5 17 89.519 100 1 9.1 1090.9 11 100
Terleme 4 21 1579 19 100 1 9.1 10 90.9 11 100
Istahsizlik 3 158 16 4.8 19 100 1 9.1 10 90.9 11 100
Anemi 16 84.2 315.8 19 100 11 100 0 00 11 100

Tablo 9: Visseral Leishmaniasis kesin tanisi konulan hastakan biyokimyalari.

Kan parametreleri sonuclari

Hasta no
Hemoglobin  Hemotokrit itEosit Lokosit Trombosit Karansflizyonu
g/dl % 103+10 3/uL 103/uL 103/uL var  yok
1 8.9 26.8 2.95 3.9 65 -
2 9.6 27.5 3.08 3.5 47 -
3 7.6 24.3 2.79 2.9 61 -
12 6.4 20.4 2.32 3.1 29 +
29 7.2 21.0 2.35 2.6 58 -
30 6.9 21.5 2.47 2.8 54 -
31 9.1 27.0 3.07 3.6 81 +
36 7.8 24.4 2.81 4.0 44 +
43 5.9 18.0 2.15 3.2 37 -
46 6.7 19.0 2.24 4.6 9 +



Tablo 10: Visseral Leishmaniasis tanisi konulan hastalarstahg ile ilgili olarak aktif
donemde var olan fiziksel inceleme bulgulari.

sonuglar
var yok

sayl % sayl %
Hepatomegali 1090.9 1 9.1
Splenomegali 1100 - -
Karinsisligi 8 72.7 3 273
Zayiflama 218.2 9 818
Dokiintu 191 10 90.9
Deride pigmentasyon 2 218. 9 818

Tablo 11: Visseral Leishmaniasis kesin tanisi konulan hastait dosyalardaki
bazi verilerin derlendirilmesi.

Hasta Sevk edilme Ilk saglik Tani icin gece
no tanisi kurukuw ortalama sire

1 Sebepsizate khk Devlet Hast. 3ay

2 Siddetli eklem Zonguldak Dewviddist. 5ay

agrisi

3 Yuksek Ate Sisli Etfal Hast. 1.5ay

12 Halsizlik+Sarilik Kastamonu Devlet Hast. ay2

29 Karuisli gi Kastamonu Devlet Hast. 6 ay

30 Karugisli gi Hatay Devlet Hast. 6 ay

31 Yiksek ate Kartal Devlet Hast 2 ay
36 Anemi +Kilo kaybi Kartal Devlet Hast. 54y
43 Anemi Bakirkdy SSK 1.5 ay
46 Anemi +Afe Kitahya Devlet Hast.

Afyon Kocatepe Tip Fak. 3ay

54 Karugisli gi+Anemi Canakkale Devlet Hast.

UludaTip Fak.

8 ay
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Grafik 1'de Visseral Leishmaniasis (VL) kesin w@nkonulan hastalarin yillara gore,
Grafik 2’'de Visseral Leishmaniasis (VL) kesin w@rkonulan hastalarin cinsiyet ve yillara
gore , Grafik 3'te Sgik Bakanlgi yillik verilerine gore ulkemizde bildirilen Vissa
Leishmaniasis (VL) olgularinin yillara gore, Graflide Sglik Bakanlgi yillik verilerine
gorelstanbul'da bildirilen Visseral Leishmaniasis (VUpolarinin yillara gére dalimlari
gOsterilmitir. Grafiklerde dikey koordinat ekseni olgu sagisyatay koordinat ekseni ise
yillari gbstermektedir.

Grafik 1: Visseral Leishmaniasis (VL) kesin tanisi konulaastalarin yillara gore
dagihimi.

O VL

2002 2003 2004 2005 2006



Grafik 2 : Visseral Leishmaniasis (VL) kesin tanisi konulasthlarin cinsiyet ve yillara
gore d&ilimu.
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Grafik 3: Salik Bakanlgl yillik verilerine gore ulkemizde bildirilen Vises
Leishmaniasis (VL) olgularinin yillara géregdami.
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Grafik 4 : Saglik Bakanlgl yillik verilerine gore Istanbul'da bildirilen Visseral

Leishmaniasis (VL) olgularinin yillara géregdami.
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Visseral Leishmaniasis’in PCR tanimlanmasinda ilgggsi gerekensamalar diyagram

1'de gOsterilmgtir.

»| Klinik érneklerden DNA Ekstraksiyonu

PCR-ITS1

Pozitif

Negatif

PCF-
Tekrar

y
Negatif

v

Sonut — DEC
Negatif <«—| Pozitif )li

A
(— '—

Negatif

R.A

Pozitif

Ornekler
Belgele ve
Sakla

| S —

R.A : Restriksiyon Analiz

DEC : DNA Ekstraksiyon Kontrol

Diyagram 1: Tum klinik drneklerden Visseral Leishmaniasis’i@R tanimlanmasi igin
okturulan diyagram.

Calsilan kemik iligi 6rneklerinde PCR-ITS1, DEC, Nesdet-PCR, R.A (RFLPuNlerinin

Agaroz-Jelde yuratuldukten sonra elde edilen baiésim 5-8'de gosterilrgtiir.
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Resim 5: Calsilan kemik iligi 6rneklerinde PCR-ITS1 Urunlerinin Agaroz-Jelde
yuratuldukten sonra elde edilentgdiisti ( M = marker).

Resim 6 Calgilan kemik iligi 6rneklerinde DEC urlnlerinin Agaroz-Jelde yirdiikten
sonra elde edilen goruntusi ( M = marker).
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Resim 7 : Calgilan kemik ilisi 6rneklerinde Nesdet-PCR urlnlerinin  Agaroz-Jelde
yurutildukten sonra elde edilen goruntusu ( M =kesr.

Resim 8:Calgilan kemik ilgi orneklerine ait PCR [ R.A (RFLP) ] Grunlemniepsi
birlikte Agaroz-Jelde yurutulduktsonra elde edilen goruntust ( M = marker
N= nested urunleri).
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Calsmamizda VL sUpheli 59 hastadan alinan kemik gili ve kan 6rnekleri
deserlendirilmistir (Tablo 12). Bunlarin 19 (%32.2)'unda bir ya daha fazla pozitiflik
saptanmgtir. Bu hastalarin  Giemsa boyasi ile boyanan yapnepratlarinda 7 (% 11.8)
hastanin mikroskobik incelemesinde Leishmania’mmastigotsekilleri gorulmds ve tim
laboratuar tani testleri pozitif bulungtur. Ayrica 4 (% 6.8) hastanin Giemsa boyasi ile
boyanan yayma preparatlarin mikroskobik incelenveskdiltir sonucu pozitif iken tim
serolojik testleri negatif bulunmgu yine bunlarin PCR sonuclari da pozitif olarak
belirlenmgtir. Hastalardan 4 (% 6.8)'Unun direkt mikroskoioikeleme, kultir sonuclari ve
PCR’ 1 negatif oldgu halde Formol-jel, ELISA IgG (>1.1 ISR) , IFAT & (>1/256)
testleri pozitif bulunmgtur. Calgilan kemik iligi 6rneklerinden NNN besiyerlerinde
Uretilen Leishmania kulturlerinden 11 (% 18.6) R€R (PCR-ITS1,DEC, Nesdet-PCR,
RFLP ) yapilarak bunlaribeishmania infanturoldugu belirlenmgtir (Diyagram 1).

Ayrica hastalardan 2 (% 3.4 )" sindiasmodium vivaxsitma etkeni) goralmiir.

1(%1.7 )'sine Leptospira tanisi konulurken, 1 (%91né de Pndmoni tanisi kongtur

(Tablo 12, 13). Hastalardan 40 (% 67.8)'In dakdireikroskobik incelemeler, kultr ,
serolojik testler ve PCR sonugclari negatif bulugtor (Tablo 13). Pozitiflik saptanan
hastalarin laboratuvar tani test sonuclarinin bimémi PCR ile kasilastirilarak istatistiksel
Kappa testine gore gerlendirilmesi yapilnstir.

Degerlendirmede direkt mikroskobik tanida kappa katgx)'nin  bu iki test icin gucli
(= = 0.80) ayni yonde bir Bt oldusu ve olasilik dgerlendiriimesi (p)'nin gegerli
(p<0.000) bir uyum oldgu saptannstir. Kaltdr icin tam gictes =1.00) ayni yonde bir
baginti ve gecerli (p<0.000) bir uyum olgunu, ELISA i¢in orta guctes( = 0.51) bir
baginti ve gecerli p<0.000 bir uyum olgw, IFAT icin orta guctex = 0.55) bir bginti ve
gecerli p<0.000) bir uyum oldu bulunmytur. Formol-Jel ‘de ise bu oran zaysk €
0.45) bir b&inti ve gecerli (p<0.000) bir uyum olglw saptanngtir (Tablo 14).



Tablo 12 : Visseral Leishmaniasigipheli tim hastalarin klinik tanilarina ait labimar sonuclari.
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Hasta Direkt Kultur ELISA  IFAT Formol- PCR Hasta Direkt Kdaltr  ELISA IFAT  Formol- PCR Hasta Direkt Kdaltir  ELISA IFAT  Formol- PCR
no Jel no Jel no Jel
1 + + + + + + 21 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 41 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
2 + + + + + 2 600 O 0 0 O |2 0 0 + + + 0
3 + + + + + + 23 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 43 ¢ ¢ ¢
4 ¢ ¢ ¢ ¢ ) ¢ 24 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 44 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
5 ¢ ¢ ¢ ¢ ) ¢ 25 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 45 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
6 ¢ ¢ + + + ¢ 26 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 46 ¢ ¢ ¢
7 ¢ ¢ ¢ ¢ ) ¢ 27 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ © 47 (JLep ¢ ¢ ¢ + ©)
8 (-)Pnd ¢ ¢ ¢ + ©) 28 ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢ 48 ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢
s 0O O S S S O | 29 O O S D0 + ) ) )
10 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 30 + + + + + + 50 ¢ G ¢ ¢ ¢ ¢
1m0 0 O 0 0 O | s o+ + + + + s 00 + + + 0
12 + + + + + + 32 ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ 52 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
13 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 33 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 53 ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢
14 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 34 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 54 + + + + + +
15 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 35 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 55 ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢
16 () O S S S O | 36 O O S 56 0 00 + )
17 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 37 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 57 ¢ ¢ ¢ ¢ G ¢
18 ¢ ¢ + + + ¢ 38 ¢ ¢ G ¢ ¢ ¢ 58 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
19 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 39 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 59 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
20 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 40 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
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Tablo 13: Visseral Leishmaniasigipheli hastalarin tani testlerinde bir ya da dadmaf
pozitiflik saptanan hastalarin giami.

Sira | Hasta| Direkt | Kultir | ELISA IFAT Formo- Je PCF
1 1 + + + + + +
2 2 + + + + + +
3 3 + + + + + +
4 |6 O O] + ¥ ¥ O
5 |8 | (ol O O O : 0
6 12 + + + + + +
7 |18 O | O + ¥ ¥ O
8 [29 0 0 0
9 30 + + + + + +
10 |31 ¥ PR " " "
11 [36 () () ()

12 |42 O | O + ¥ ¥ O
13_[43 0 0 0

14|46 O 1 0 0

15 A7 | (-)Leptospira (-) (-) (-) + (-)
16 49 |(-)sitma (-) + (-) (-) (-)
17 |51 G | O + ¥ ¥ ®
18 54 + + + + + +
19 56 |(-)sitma ) () ) + )

Tablo 14 : Visseral Leishmaniasistipheli hastalar ve laboratuar testlerinin PCR ile
kargilastiriimasi sonucunda ortaya ¢ikan istatistiksgediendirmeler.

PCR (0) PCR (1) KAPPA*
N N K p
DIREKT M IKROSKOP (0) 44 (91,7 0 (O
(1) 4(8,3) 11 (100) 0,80 0,000
KULTUR (« 48 (100 0 (0)
(1) 0(0) 11 (100) 1,00 0,000
ELISA ( 43 (89,6 4 (36,4
(1) 5(10,4) 7 (63,6) 0,51 0,000
IFAT (0) 44 (91,7 4 (36,4
(L) 4(8,3) 7 (63,6) 0,55 0,000
FORMOL -JEL (C 41 (85,4 4 (36,4
(1) 7(14,6) 7 (63,6) 0,45 0,000

N = Hasta sayisi

(0) = Negatif hasta
(1) = Pozitif hasta

2k = Kappa katsayisi
p = Olasilik deseri

* Kappa korelasyon ve olasilik dgerlendirimesi ( SPSS 11.5 programinda )
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5. TARTISMA VE SONUC

Visseral leishmaniasis dinyaninsitle tlkelerinde ve Turkiye'nin dasik bolgelerinde
gorulen, enfekte di tatarciklarin sokmasi ile buian bir enfeksiyondur. Hastgin etkeni
Trypanosom ailesinin Leishmania genusuna ait pomiotardir. Leishmaniasis’de konak;
insan, kdpek ve kuguk kemiricilerdir. Her yil 1-Ig%lyonu CL, 500.000' VL olmak tzere
toplam 1,5-2 milyon yeni olgunun ortaya cgtive tim dinyada toplam 12 milyon
leishmaniasis olgusunun bulur@@utahmin edilmektedir. Ayrica yine tahminlere gdner
y1l 200 000 kginin VL nedeni ile 6ldgu ileri surilmektedir (57, 59, 68).

Bu hastalik Hindistan gindaki tlkelerde zoonozdur. VL'e yurdumuzun hememan
bitiin bolgelerinde sporadik olarak rastlanir. Ulkata de yillik ortalama 40 olgu bildirimi
seklinde olup resmi calmalarla sunulmgtur. Bu calgmamizi; VL supheli hastalarin
hastalgl stresince karlasmis olduklari tani sorunlarinin neler olabilgaen belirlenmesi
gerektgini dustinerek, prospektif bir ¢caima seklinde planladik. Dolayisi iléstanbul’da
desisik hastanelere henistanbul’dan hemde gir illerden VL siphesi ile bgvuran
hastalardan alinan kemikgilive kan drneklerine PCR vegdir laboratuar tani testlerini

uygulayarak cagmamizi tamamladik.

Arastirmamizda VLsiphesi ileIstanbul’daki cgitli hastanelere gidilerek 6rnek alinan 59
hastadan VL tanisi konulan 11 hastanirg e cinsiyet ile ilgili olarak yapilan
deserlendirmesinde, bu hast@ yakalananlar arasinda cocuklarin ilk sirayr galdi
erkeklerin de kadinlara oranla daha fazla gldg6zlenmgtir.

VL'in her yas grubunda gorulebilgi fakat bulundgu bolge ve cevresartlariyla da
desiskenlik goOsterebilegg bildirilmistir (1, 3, 23). VL'li gen¢ olgu sayisi hastain
yayllmasinda bolgemiz i¢in de bir ggkenlik gostermtir.

Ayrica yapilan ¢cagmalarda VL'in erkeklerde daha sik goriddiiargtirmacilar tarafindan

bildirilmi stir (2, 37, 47).
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Calsmamizda VL kesin tanisi konulan 11 hastadlstanbul ilinde ikamet eden hastalar
olabildigi gibi Istanbul dyindan da hastalarin olmasi, VL'in yurdumuzdgigi& illerden
bildirimlerin oldusunu bize bir kez daha gostegtmi (Tablo 5, 6). Gunumuzde artgni
seyahat imkanlari ve bazi sosyo-ekonomik nedenjeglenan gocler hastgin bir yerden
baska bir yere tanmasini kolaylstirmistir. Istanbul gibi bir mega kentte VL olgularinin
bildirilmesi, Istanbul’da saptanan rezervuar kopekler ve vektoyldgan phlebotomlar
yoninden 6nlemlerin alinmasi gerelgiilii ortaya ¢ikarmytir.

VL tanisi konulan 11 hastanistanbul'da bsta devlet hastaneleri olmak Utzere Universite
hastanelerine tani ve tedavi amaciylagvbamuslardir (Tablo 7). Fakat bazi kurumlardaki
mevcut alt yapi, teknik donanim ve Ozellikle spk konularda yetmis tecrubel
elaman eksikfii nedeniyle tani koymada bir takim guclikleri detaga c¢ikarmytir.
Leishmaniasis gibi bir ¢ok hastai klinik belirtileri ile benzer belirtiler vermesie dger
bazi hastaliklarla kagmasi muhtemel olan bir hasfah tanisinin konmasi da gergekten
zor oldigu unutulmamalhdir. Hekim standart vaka taningaee tani koyabilege 6igctide
bir hastasina yardimci olmakla yukamludur. Tante@avide yeterince hastaya yardimci
olamiyorsa, gerelginde onun hastd ile iliskili olarak bgka bir yere ydnlendirmesi

gerekmektedir.

Leishmaniasis’de hastgin dasru teshis edilmesi ve tedavisinin ona gore yapillmasidisas
Bunun icin bu konuda ggilmis uzmanlara ve ghk teknisyenlerine ihtiya¢ vardir. VL
bulasmasi ve kontrolii hakkinda hallgigimelidir. Bu hastalgin goruldigu yerlerde en
azindan leishmaniasis ile ilgili serolojik, mikradkk ve kultir gibi testlerin yapiimasi

gereklidir. Leishmaniasis ile uyumlu klinik beligtsteren; insan veya kdpeklerin daha ileri
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Testlerinde herhangi birisi pozitif olan ipheli hastalar ve tanisi konulan hastalara ait
almig oldusumuz klinik anemnezlere ait gerlendirmenin bulundiu hasta izleme
formundan (Ek 1 izlem formu); aneminin her iki grigin tani koymada dnemli bir kriter
olabilecei belirlenmitir. Ayrica atg, halsizlik gibi belirtilerin yani sira, daha azpsanan
karin &risi, terleme vestahsizlik gibi belirtilerde VL hastalarin tanisindaemli oldgu

bu calgmada ortaya konmtur (Tablo 8). VL tanisi konulan hastalarin kan
biyokimyalarina bakildinda; hemoglobin, hemotokrit, I0kosit, eritrosit teombosit
deserlerinin de dguk oldusu gorulmitar. Dolayisi ile bu hastalara kan transfiizyonunun
yapiimamasinin bir eksiklik olgu saptanmtir (Tablo 9). Bu konuda yapilan gaha
sonuclarinin, cailmamizda elde effimiz sonuglarla benzer olmasi bu konunun dnemini
bir kez daha ortaya koyngtur (6, 25, 47).

VL tanisi konulan hastalarin, hasgah aktif donemlerinde saptanan fiziksel inceleme
bulgulari; hepatomegali ve splenomegali'nin hastalaggsunda (% 90’larin Gzerinde)
goOrulmektedir. Ayrica karigisligi yaklasik olarak hastalarin % 73’de saptanmasi da tani
koymada oOnemli bir kriterdir (Tablo 10). Bu fizikséulgulari; zayiflama, deride
pigmentasyon ve dokuntu gibi semptomlarin izlemgsi tanisinda aktif donemde
arggtirllmasi gereken bir durumdur.

VL'de klinik bulgularinin bgka hastaliklarla kagmasindan dolayi farkli hastaliklar akla
gelmekte ve bunlara yoOnelik tedaviler yapilmaktBu hastalarda siklikla gorilen
hepatosplenomegali ve pansitopeniden dolay! yamtamlojik argtirmalarda VL tanisi
konulan ilgin¢ olgu bildirimleri vardir (16, 123,24). Bu sebeple atesplenomegali ve
pansitopeni tablosu ile gelen hastalarda VL tamsakla getiriimesi ve 6ncelikle serolojik
testler yapildiktan sonra pozitif olarak saptanastélardan kemik gi incelenmesi

yapilmahdir.
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Istanbulda VL tanisi konulan hastalarin 2002-2006nin ilk alti ayi itibari ile
dagilimlarina bakildginda 2003 yilinda bu d@dimin diger yillara gbre en fazla olgu
(Grafikl), kadin erkek arasinda ise gok belirginHaista dgiliminin olmadgi saptanngtir
(Grafik 2).

Salik Bakanlgl verilerine gore yillik yapilan resmi hasta bilditerinde Turkiye
genelinde bir ar§iesilimi gozlenmektedir (Grafik 3)istanbul ili verilerinde ise belirgin bir
arts egilimi olmadigini gostermektedir (Grafik 4). Yurdumuzda zaman aandgisik
illerden yapilan bildirimlerin Sgik Bakanlgi verilerinden daha fazla olgu ve bildirimi
zorunlu bir hastalik olmasina kar yeterli bir bildirimin yapilmadiini géstermektedir.
VL’in bildirimi zorunlu bir hastalik olmasina kgn dizenli bir bicimde uygulanmamasi da
hastalgin eridikasyonunda 6nemli bir sorun olarak skamza ¢ikmaktadir. Klinisyenlerin
vaka tanimini kullanarak bildirim yapabilmesi ige hastalik tanisinin standart laboratuar
prosedurleri ile elde edilmi bulgulara dayali olmasi geie kendiliginden ortaya
cikmaktadir. Bir dier ifade ile yeni bildirim sisteminde klinik gozlendesil, laboratuar
bulgusuna dayali bildirim esas alinmahdir. Bu méelelilkemizdeki tim kamu kuruilarina
ait laboratuarlarda uygulanmak uzere bir galya ihtiya¢c duyulmaktadir. Dolayisi ile
boyle bir hastalikta yapilan uygulama hatalarinrtadan kaldirilmasi ancak yapilacak
yasal diizenlemelerle mimkun olacaktir.

VL tanisi konulan hastalara ait dosyalardan gaptz argtirmada hastagtin sevk edilme
tanisinda c¢gu zaman dier bir cok hastaliklarla kagtirilabilecek verilere sahip oldu
belirlenmitir. 1k saglik kurulusuna bavurunun c@u zaman devlet hastaneleri ve
Universitelere bai tip fakultelerine yapilgn tespit edilmgtir. Ayrica bu hastalara kesin
tani konulana kadar gecen zamanin ise 1.5 ile 8rayinda désen bir streyi kapsagli

saptanmytir (Tablo 11).
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VL klinik tablosu pek cok hast@a benzediinden bircok hastalikla katiriimasi
miumkandur. Fakat klinik tanida bir takigikayetlerle gelen hastanin yapilan muayene ve
tetkikleri sonucunda hastgin 6n tanisi konulurken leishmaniasis’in klinik iogleriyle
uyumlu olan bu tablolarin da g6z 6niine alinmaselgilir. On tanida VL ile uyumlu olan

hastalar dgerlendirilirken daha da 6zenli olmak zorundayiz.

Leishmaniasis’in bazi bolgelerimizde sporadik dlagérilmesinin nedeni, Visseral ve deri
formunun dger bir gok hastalikla ayni bulgulari vermesi yuzémdayirici tanida oncelikle
disinulmemesidir. Endemik bdlgelerde yapilan ggaéillarin bu konuyasik tutmasi, o
bolgelerdeki hekim ve veteriner hekimleri bilgilemdesi agisindan dnemstenaktadir
Hastalgin ¢asu sehirlerde var olan hastanelerde bile kolayca teamarnamasi da ilgingtir.
Sorunun, mevcut hastanelerimizde ya yeterli alt y@pdonanim eksikli ya da boyle bir
eksikligi olmasa bile kalifiye eleman eksiginden kaynaklangs anlgilmaktadir. Bu
eksikligin giderilmesinin tanida yapilacak hatalari en amhrecesi bir gercektir. Bu da
bize hekimlerin yettiriimesinde Universitelerdeki deneyimli personglie onlara
sgliyacasl egitim asamasinda verecekleri genkapsamli uygulama programlariyla
mumkin olacaktir. Leishmaniasis paraziter hastlilderisinde gerek tani ve tedavisinin
gerekse kontrolinin zor olmasi nedeniyle 6nemlitbplumsal hastaliktir. Bu nedenle
Leishmaniasis’le micadele edebilmede géet bu hastad iyi takip edebilmek, tani ve
tedaviyi de ona gdre derlendirmektir. Yine burada hasg@h tanisini koymada gecgen
uzun zaman araliklarini da en aza indirmeyi esaslaliz. Clnku tani ne kadar uzar ve
gecikirse hastaya uygulanacak tedavide o orandabuzda bize hem hastayla ilgili hem de
uygulamadaki aksamalarla ilgili bUyuk sorunlar elageri donebilir.

Calsmamizda laboratuar tanisinda \iipheli klinik 6rnekleri alinan toplam 59 hasta
deserlendirilmigtir (Tablo 12). Bunlarin 19 (%32.2) ‘unda bir ykla daha fazla test

yontemiyle pozitiflik saptanmgiir (Tablo 13). Bu hastalarin Giemsa boyasi ile dyan
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yayma prepratlarinda 7 (% 11.8) hastanin mikrogkabcelemesinde leishmania’nin
amastigotsekilleri gorulmi ve tim laboratuar tani testleri de pozitif bulugtar. Ayrica

4 (% 6.8) hastanin Giemsa boyasi ile boyanan yaynejaaratlarin mikroskobik incelemesi
ve kultir sonucu pozitif iken tim serolojik testleegatif bulunmy, yine bunlarin PCR
sonuclari da pozitif olarak belirlenghir. Hastalardan 4 (% 6.8)'Unun direkt mikroskobik
inceleme, kualtur sonuglari ve PCR’ I negatif @dwhalde Formol-jel, ELISA 1gG (>1.1
ISR), IFAT 1gG (>1/256) testleri pozitif bulunngwr. Calgilan kemik iligi 6rneklerinden
NNN besiyerlerinde Uretilen leishmania kuiltirleemd 11 (%18.6) 'ne PCR (PCR-
ITS1,DEC, Nesdet-PCR, RFLP) vyapilarak bunlareishmania infantumoldugu
belirlenmitir. (Diyagraml) Ayrica hastalardan 2 (% 3.4 )'siftlasmodium vivaxsitma
etkeni) gorulmigtdr. 1 (%1.7 )'sine Leptospiroz tanisi konulurkdn,(% 1.7)'ine de
Pnomoni tanisi konmtur. Hastalardan 40 (% 67.8)'Inda direkt mikroskabcelemeler,
kultdr, serolojik testler ve PCR sonuclari negdtiflunmutur (Tablo 12). Pozitiflik
saptanan hastalarin laboratuar tani test sonuglaher birini PCR ile kawlastirilarak
istatistiksel kappa testine goregeelendiriimesi yapilmtir (Tablo 14). Dgerlendirmede
kalturin PCR ile gugli dizeyde anlangiligésterdiini, direkt mikroskobik taninin
anlamli oldgunu, ELISA ve IFAT tani testlerinin orta glgcte Masinti gosterdii ve
Formol-Jel ‘de ise bu oran zayif birdati gosterdii saptanmytir.

Paraziter enfeksiyonlarin tanimlanmasinda Klinikng®mlar, klinik hikaye, seyahat
oykusu, cgrafi yerlesim gibi faktorlerin  yani sira laboratuar yontemlede
kullaniimaktadir. Son yillarda laboratuar tani y@mteri arasinda niukleik aside dayali
teknolojiler de yer almaktadiinfekte organlardan elde edilen 6rneklerde, geneddazitin
az miktarda veya a tipik morfolojide bulunmasi \iltir yontemindeki kontaminasyon
riski nedenleriyle leishmania parazitlerin saptaamda gticltukler olabilmektedir. Parazitin

direkt saptanmasina yonelik yontemler guvenli olmaskagin hassasiyet guktir. Bu
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nedenle hasta kani gibi kolaylikla elde edilebileckir 6rnek kullanilarak PCR

uygulanabilir (53, 54, 82, 125).

Ulkemizde Leishmaniasisin visseral ve deri formunendemik ve sporadik olarak
gorulmesi, VL'e rezervuarlik yapan kopeklerde esfgnun insanlara gore ¢ok daha
yuksek oranda saptanmasi, bu hagtalve hem insanlarda hem de kopeklerdeki ayirici

tanisinin 6nemini arttirmaktadir.

Ayirici tanida VL dgunidlen hastalarda invaziv olmayan ve yiksek deeecegarlilik ve
Ozgulluk gosteren serolojik testler tanida blyllanola yardimci olmaktadirlar. Altin
standart olarak kemik @i aspirasyon yaymasinda parazitlerin gosteriimediuk edilir.
Fakat kemik ilgi aspirasyonusiemi sirasinda zaman zaman kanama olabilmektersyete
materyal alinabilmekte ve drnekte amastigota nastiyabilmektedir. Alinan 6rnekte ¢ok
az sayidaki parazitin DNA'sini saptayabilen PCRtgiinin kullaniimasi ile taninin
duyarhihk ve 6zgullgini arttirmakta ve gelecekte altin standart olngsibir alternatif
olarak gbzukmektedir. Tedavi takibinde kemikiilaspirasyonu uygulanmasinda ise parazit
tedavi nedeniyle tam kaybolmasa bile azalmakta ivekid mikroskobide saptanmasinda
zorluklar yganmaktadir. Piarroux ve ark. VL tanisinda hi¢ lintemin %100 hassasiyet
gOstermediini, en hassas yontemin PCR adduu bildirmglerdir (126). Serolojik
yontemlerin de yuksek derecede hassasiyet gost@rdiancak relapslarin tanimada
basarisiz bulundgunu belirtmglerdir. Ulkemizde VL tanisinda PCR yontemi galamiz
da ilk kez uygulanmiolup bagarili sonuclar elde edilgtir. Ancak PCR yodnteminin
uygulanmasinda bir takim zorluklarin yani sira;gablusu, kontaminasyon riski, yiksek
maliyet gerektiren teknik donanim gibi dezavantajardir.

Almanya da 2 yilda 70 hastanin 23 ‘line PCR ile t&fusi konulmstur (123).

Mathis ve Deplazes'de insan ve kopeklerden alihiaik Iorneklerde ssrRNA gen sekansi

ile PCR uygulangiar ve kultir sonuclari ile kadastirmiglardir. Yalnizca bir 6rnekte PCR
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ile yanls negatif sonuc¢ almglar ve bunu O6rn&n uygun alinamamasina glamiglardir

(127).

Schonian ve ark. d@gik klinik Orneklerde farkh PCR yontemleri uygulagd
leishmania’'nin tanisinda PCR’In 6nemini ortaya kaglardir. Ayrica tir taniminda RFLP

(RA)'nin ¢ok gecerli bir yontem oldiwnu bildirmglerdir (78).

Sundar ve ark. Hindistanda 48 VL hastasinda PCRSELve IFAT ile yaptiklar

calsmalarinda PCR’1 %100 hassas olarak bylardir (50).

Cascio ve ark. VLU'listupheli 14 hastanin 10’nunda direkt, kiltar, PCR sexolojik

yontemlerle argtirip bunlarin tir dizeyinde ayirimlarini yaparakskastirmiglardir (56).
Pizzutu ve ark. HIV ile infektglipheli 52 hastanin 10’nuna VL tanisi kowfaudir (128).

Yapilan calmalarda uygulanan tani yontemlerinden kultiriin zgthnve zaman afi,
geleneksel tani metodlarindan direkt mikroskobiknirtan zayif olgu, ELISANIn
guvenirlginin distk olusu bunun yerine son zamanlarda hizh tani konmasdiger

yontemlere gore daha hassas olan PCR ile tani k@swhi savunmylardir.

E.S.Silva ve ark. 85 hastadan aldiklari kan ve keihgi 6rneginin 19'una VL tanisi
koyarak ELISA ve IFAT testleri ile kadastirmis ve PCR’nin duyarhlik ve 6zgulgiini
belirtmis, diger tani testlerinin okiurac&i ¢apraz reaksiyonlar ve enfeksiyonlagitnan mi

yoksa gecirilmg mi olduklarinin ayirimin yeterli yapamamasini wegnglardir (125).

Benzer sekilde bizim cagmamizda da serolojik testler ve direkt mikroskobile
karsilastirdigimizda PCR ile daha hassas sonuglar almamizankarnek alimi gleminin

PCR'da da ¢ok dnemli ol@u gorulmigtar.

Calsmamizda ve ger calsmalarda goruldgi gibi parazitin direkt olarak gorulmesi altin
standart olma 06zeflini hala korumaktadir. Buna kan o6rnek alinimindaki hatalar

yuzinden duyarli@ disuk olabilmektedir. PCR yontemi ile tanida duyaklil
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artirilabilmektedir. Serolojik yontemler de yuksalyarllik ve 6zgullik gostermektedirler.
Ancak sik degerin altindaki olgularda da direkt bakida parasitidebilmekte ya da PCR
ile parazit DNA'si saptanabilmektedir. Buna dwmar nadir de olsa uygun o6rnek
alinamamasina ve oOrnekteki PCR inhibitérleringslbalarak PCR ile yandi negatif

sonugclar alinabilmektedir (14, 127).

Bu nedenlerle PCR'In gbr yontemlere alternatif olmasi yerineget yontemlerle birlikte
uygulanmasinin leishmaniasis tani ve takibinde dgdwarli olacgini disinmekte ve
Onermekteyiz.

Guvenirlikleri nispeten daha ik olmasina r@gmen, serolojik yontemlerin endemik
alanlarda bulunan insan ve kopeklerdeki leishmanimsidansini ve aralarindakishiyi
belirlemek icin siklikla kullanildg bildirilmistir. Herhangi bir serolojik testin sonucunun
diger testlerle, klinik ve epidemiyolojik verilerle kdiatli bir sekilde dgerlendirilmesi ve
yargilanmasi gereldini bir kez daha ortaya koyngtur (35).

Ertabaklar ve ark. Corum’da yagticalsmalarinda IFAT ve DAT'nin yuksek 6zgullik ve
duyarliliga sahip oldgunu, bir hastanin 6nce serolojik olaralghie edilmesi ve sonra
bunun parazitolojik olarak goulanmasi gerekdini bildirmiglerdir. Ayrica daha 6nceki
yillarda bildirilmis bir olgunun olmady Corum ilinin  d&isik yerlerin de VL'e
rastlanildgini dolayisiyla Ulkemizin birgok bolgesinde ofaugibi bu bolgede de gbérev
yapan birinci basamak hekimlerimize duyurulmasegggini ve hastafiin belirtilerinden
bir veya birkacini gosterengderde mutlaka ayirici tani igin en azindan biroggik testin
uygulanmasi gereklgini ortaya koymslardir (4).

Asagidaki calsmalarda da goruldiii gibi tlkemizde farkli bdlgelerde rastlgdniz kala-
azar hastall sporadik olarak goriilmekte fakat yayggninedeniyle dikkat cekmektedir.
1980 yili 6ncesine kadar Ege bolgesinde bildirdégular ¢cgunlukla sporadik olarak rapor

edilmistir. 1993 yili itibariyla bglatilan uluslararasi VL ile ilgili epidemiyolojikagismalar
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bu bolge icin bir bglangi¢c olmytur. 1993-1995 yillari arasinda Manisa’da 12 kerhik
aspirasyon orrngnde leishmania amastigotlari tanimlandi, 8 olgkd#éir pozitif olarak
bulundu. Bu sekiz olgu ve 2 kopek lenf nodu aspwasoOrnekleriyle ilgili yapilan
molekuler cagmalar ile bunlarin.eishmania infantuneldugu belirlendi (129). Bunun yani
sira yapilan bir gier calgmada 1990-1995 yillari arasinda Manisa ve c¢evresiid VL
olgusu bildirilmitir (130). I¢ Anadolu bélgesinde 1968-1992 yillari arasindaihiglgu
bildirilmemis, 1993’de bir 1995’de sekiz olgu rapor edgtmi(131).

VL'in 1997 yili dncesine kadar goafik dagilimi ve bildirimi ile ilgili Saghk Bakanlgi
verileri yeterli ve duzenli dgldir. 1997'de 71, 1998'de 34, 1999'da 22 2000’'ded@mak
Uzere toplam 161 olgu bildirilgtir. Bu olgular Akdeniz, Ege, véc Anadolu bolgesi
olmak tzere siralangtir (5). VLU'le ilgili yurdumuzda 6zellikle kiybdlgeler bata olmak
Uzere dier boblgelerden de olgu sunumlarigdgk aragtirmacilarin yapngi olduklari
calsmalarla bildirilmitir. CL yurdumuzda Ozellikle Dgu ve Guneydgu Anadolu
Bdlgelerinde sikga gorulmesine kar VL'e yurdumuzun hemen hemen butin bolgelerinde

sporadik olarak rastlanir. Son yillarda yapilansgahlarda bildirilen VLvakalarr,

Sahin ve ark Kayseri yoresinden 18 aylik bir ¢ kemik iligi yaymasinda bol amastigot
formlar1 gérmigler ve VL tanisi koymglardir (132).

Aksaray ve ark. 1976-1987 yillari arasinda Adandiydaman, Antalya, Gaziantefgel ve
Urfa illerinden gelen toplam 16 hastanin VL gidau bildirmglerdir (133).

Ozerdem ve Mete Dicle Universitesi'nden Ocak 1@@&k 1992 tarihleri arasinda klinik
olarak VL 6n tanisi konmu80 hastadd.. donovanilgG antikorunu % 38.75 oraninda

pozitif, formol-gel deneyini de % 20 oraninda pdaulduklarini bildirmglerdir (134).

Ak VL stpheli 50 hastanin serumunda IFAT ve ELISA yoOnteiylle antikor aramtir.
Alti hastada IFAT yontemi ile pozitif sonu¢ aligmiayni zamanda kemik i

yaymalarinda da leishman@amastigotlari gorulmgitr. ELISA yontemi ile 22 hastada
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negatif, ikisinde 1/16, 20'sinde 1/64, tc¢unde 1/2&6&ictinde 1/512 sulandirmalarda pozitif

sonug¢ aldiini bildirmigtir (135).

Ozbilgin ve ark. hepatosplenomegalisi,satkilo kaybi ve pansitopenisi olan 59 hastanin
kemik iliginden NNN besiyerine ekim yapgtar ayrica Giemsa ile boyayip
incelenmglerdir. Serum o6rneklerinden de IFAT, ELISA ve DATIe i antikor
argstirmiglardir. 59 hastanin 15'inde Leishmaaraastigotlarini gérduklerini bildirrglerdir

(136).

Handemir ve ark. 140 askeri personelden topladildarumlari VL seroprevalansi igin;
IFAT ile Leishmania infantuta. karsi olusan IgG antikorlari yoniunden gtamiglardir.

Ancak serumlann higbirinde 1gG antikorlanna rastiamstir (137).

Polat ve ark 2003 yilindistanbul'dan bir VLvakas! bildirglerdir (9).

Ertabaklar ve ark. Mgla ili GOztepe kdylunde 9 ymda bir cocga kala-azar tanisi
konduktan sonra cogun Olmesi ve kogu bir koyde de hga bir cocgun kala-azar
olmasi nedeniyle bu koyde atmma yapmglardir. Cocuklarda kala-azar ydninden
serolojik bir bulgu elde edilmezken, koydeki 2 kit leishmania serolojisi pozitif
cikmistir (138).

Ozbel ve ark . son 2 yilda 4 kala-azar vakas| gir8ati Karadeniz’'de Safranbolu’yagha
Nebioglu kdyunde 55 cocukta yaptiklari gahada, bu cocuklarin 54’tinde Leishmania
serolojisi negatif ¢ikarken daha once kala-azan aédavi olmyg bir hastadaki ELISA,
IFAT ve DAT testlerini pozitif bulmglardir. Bu koydekistipheli 5 kbpekten alinan lenf
aspirasyon materyalinin 2’sinde yapilan yayma pragterda Leishmania’nin amastigot
forumlarini gérmgler ancak NNN besiyerine ekilen lenf aspirasyonenatllerinde tireme

olmadgini belirtmglerdir (35).
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Seray ve ark. insan ve kbpeklerden alinan kemgk aspirasyon 6rneklerinden yaptiklari
calsmalarda PCR ile ger tani testlerinden direkt ve IFAT kdastirmalarinda PCR’In
tanidaki hassasiyetininghrlerine gore ¢ok daha yiksek addunu bildirmglerdir (12).

Polat ve arkIstanbul'da yaptiklari Visseral Leishmaniagipheli 26 hastaya uyguladiklari
¢esitli tani testleri ve PCR sonucunda 6 hastatwishmania infantumoldugunu
belirlemilerdir (11).

Yapilan calgmalarda VL gorulen bolgeler de bir epidemi veyadesni olmadgl,
tlkemizin bircok bolgesinde olgu gibi sporadik VL olgularinin bu bdlgelerde de
gorild(gu saptanmtir. Ancak hastagia kaynaklik eden kopeklerin gia kirsal alanlar
olmak Uzere her yerde bulunmasi ve vektdr Phlebosdarinbu kaynaktan alabilecekleri
paraziti her zaman insanlara bgilema olasiigl da goz ardi edilmemelidir.

Bununla birlikte hastagtin yayllmasinda etken olarak kentler arasgioian kolaylgmasi ile
yolculuklarin ve gdéclerin, beraberinde yetersizatt ve sgliksiz konutlarin artmasi, ana
kaynak olan hastalarin tedavi edilememesi, tariamlati ve sulamanin artmasi, kalici
insektisid uygulamasinin etkin ve yeterli yapilanaamve vektorin insektisidlere direng
kazanmasi, ekolojik desiklikler vb gibi faktorleri de siralamak olasidiAyrica tani
koymada ysganan guclikler, hastada e¢dn psiko-sosyal rahatsizliklar, herglsa
kurumunda ayrintih tani ve geis edememenin geti@li olumsuzluklar gibi tanida
karsilagllan sorunlarin da ¢oziume giailmasi gerekmektedir.

Sonug olarak, VL Turkiye’de endemik ancéstanbul ve cevresinde sporadik olarak
gorulmektedir. Ulkemizin desik bolgelerinde bulunmasina gmen tanida akla en son
gelen hastaliklar arasinda yer almakta8ehirlerarasi ulgmin ¢ok artig ginimuzde

leishmaniasis’in her bolgemizde rastlanabilecekhbstalik oldgu gdzardi edilmemelidir.
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6. OZET

Bir enfeksiyon hasta@ olan leishmaniasis ¢ok eskilere dayanan bir ggcatmasina
rasmen hala hastalikla ilk kgfasildiginda akla getirilmemesi temel tani sorunlarindan
biridir. Tanida hizh ve guvenilir laboratuar mdéotian biri olan PCR’nin de kullaniimasinin
Onemi buyuktar.

Calsmamizin amaci Visseral Leishmaniasis (VL) sUuphektalarin kemik ifii ve kan
orneklerini  PCR yonunden ataarak, uygulanan Giemsa, kuiltur veseli serolojik
yontem sonugclariyla kaitagtirmaktir. Ayrica hastalarin klinik dosyalarindaizeb gelene
kadar hastadn ile ilgili tan1 ve hukuksal yonden kalastigi sorunlarin neler oldiunu
belirleyerek, konunun toplumsal ve adli bilimler imgdan 6nemini vurgulamak da

amaclanmgtir.

Ulkemizde 6zelikle kiyi bolgelerinde rastlanan antstanbul,icel, Adana, Ankara, Konya
ve Erzurum'da da vakalarin bildirigli VL'in etkeni Leishmania infantuidur.
Calsmamizda 01.04.2002 tarihinden 30.04.2006 tarihiagak VL supheli 59 hasta
arggtirllmigtir. VL'den siphelenilen hastalarin yattiklari hastaneye gidkehastalardan
kemik iligi ve kan 6rnekleri alinngtir. Kemik iliginden hasta kanda 3 adet NNN
besiyerine ekim yapilmive yayma preparatlar hazirlagtm. Kan drneklerinden Formo-
jel, ELISA IgG ve IFAT IgG testleri yapilngtir. Tapdeki kemik ilgi 6rnekleri ve kalin
damla preparatlari PCR gahasi icin Berlin’deki Humbold Universitesi Charkgjyen ve
Mikrobiyoloji Enstitiisti Molekiler Parazitoloji Botiiinde tamamlanmtir. Calsmamizin
laboratuar tanisinda VLsupheli klinik  6rnekleri alinan toplam 59 hasta
deserlendirilmigtir. Bunlarin 19 (% 32.2) ‘unda bir ya da dahaldarest pozitiflgi
saptanmgtir. Bu hastalarin Giemsa boyasi ile boyanan yagnepratlarinin mikroskobik
incelemesinde 7 (% 11.8) hastanin tim labordarartestleri pozitif, 4 (% 6.8) hastanin

Giemsa boyasi ile boyanan yayma preparatlarin rsidaioik incelemesi ve kultir sonucu
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pozitif iken tim serolojik testleri negatif bulungyine bunlarin PCR sonugclari da pozitif
olarak belirlenmgtir. Hastalardan 4 (% 6.8)'Unun direkt mikroskolkeleme ve kltur
sonuclari ve de PCR’ 1 negatif ofgfluhalde Formol-jel, ELISA I1gG (>1.1 ISR), IFAT
IgG (>1/256) testleri pozitif bulunngtur. Calgilan kemik iligi drneklerinden NNN
besiyerlerinde dretilen Leishmania kultlrlerindeh (18.6)’ne PCR (PCR-ITS1, DEC,
Nesdet-PCR, RFLP) yapilarak bunlabwishmania infantunoldugu belirlenmgtir. Ayrica
hastalardan 2 (% 3.4 )'sinde P. vivax gorifatl 1 (% 1.7 )'ine leptospira tanisi
konulurken, 1 (% 1.7)'ine de pnomoni tanisi kogttmu Hastalardan 40 (% 67.8)'inda
direkt mikroskobik incelemeler, kultur, serolojiktestler ve PCR sonuglari negatif
bulunmutur.

Testlerinde bir ya da daha fazla pozitiflik saptavL’li hastalar her ne kadargdir bazi
hastaliklarla benzer klinik tablo sergilese decadikli olarak balangicta akla gelmeyii
temel tani sorunu olarak gorulgtiir. Bu durum hastalarin sediklari yerlerden ¢cok

desisik yerlere dgru tani ve tedavi icin Baurmalari, maddi ve manevi kayiplara
ugramalarina ayrica tani ve tedavide gec¢ kalmalamhagmaktadir.

Calsmamizda PCR yonteminin VL tanisinda kullaniimasinuygun olabilecg
saptanmgtir. Ancak gu¢ ve zor alinan Klinik 6rneklerin ydteolmamasi g6z o6nine
alinarak dger laboratuar tani testleriyle birlikte uygulannmasi tanida hassasiyeti
artirabilecgi ve de bunun sonucunda olasi tani kusurlarini tazgii goz ©nine
alinmaldir. Ayrica ginumuzde argnolan ulgim imkanlari nedeniyle VL'nin bka
bblgelere tanabilecgi dustinilmeli ve supheli vakalarda VL'in atlanmayarak akilda

tutulmasi gereken bir hastalik ofgfluda unutulmamalidir.
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7. SUMMARY

Even thougheishmaniasisan be traced far back as an infectious dise&tesonfronted
with the symptoms, it shows to be one of the pmmblecal for clinical diagnosis.
Therefore, the value ?#CR as an alternative laboratory method for diagnosittmws its
use for the ease of processing and the short tirabtaining results.

The aim of this study is to compare the laboratmspects related 8CR using specimen
of bone marrow and blood, taken from patients sttgpleforVisceral Leishmaniasié/L),
and the results oGiemsa culture, and different serological methods. Ramnore, the
evaluation of appearance of problems related taceli and legal aspects, social reflexes,
and forensic issues.

The agent of this cutaneous cases occur in coag@ns of Turkey, with some reported
cases in Istanbul, Icel, Adana, Konya and Erzurang were detected dsishmania
infantum In this study, 59 patients suspected\arwere presented from 2002 to 2006.
The bone narrow samples of each patient were appiie3 NNN culture media, and
microscopic smears were prepared, and using tloel ldollectionsfFormo-ge) ELISA 1gG
and IFAT IgG tests were done. THeCRtesting of bone narrow samples, and the thick
drop preparation were performed the Humboldt University Charité Hygierend
Microbiology Institute Department of Molecular Parasitology, Berlin. the group of
patients, 19 were confirmed positive for one or enof the diagnosing tests. According to
the Giemsatests, 7 were considered positive to all of thmifatory methods, while only 4
showed negative results only for serological testtowever, these 4 cases were shown
again positive, using thBeCR method. FurtherFormol-gel ELISA IgG andIFAT IgG
tests were positive in 4 individuals, who were riegafor direct microscopic examination,
culture, andPCR Using PCR Leishmaniacultures in NNN of bone narrow samples 11

cases were confirmed fdreishmania infantum Moreover,P. vivaxwas detected in 2
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samples, 1 patient diagnosedlegtospirg and 1 apneumonia In 40 out of 59 cases,
direct microscopic examination, culture, serolobieats, andPCR showed negative results
It shows, tha¥/L patients showing one or more positive test reseihibit similar clinical
symptoms as with some other diseases, and therpéses main diagnostic problems. In
these situations, patients are compromised, regarth early diagnosis, as well as
financially and mentally.

In conclusion, the advantagesPER for diagnosing_eishmaniasishould be considered
in the context of the diagnostic services and atingrto epidemiological and clinical
characteristics of the disease. Although, dueh&insufficient character and number of
clinical samples, which were collected under diffig, simultaneous application ¢fCR
along with the other tests may improve the serngjititfeading to less diagnostic errors.
Also, it should be kept in mind, that improvemeintgravel opportunities might cause the
transfer ofVL and therefore acquires more knowledge about tbeade, particularly in

suspicious cases.
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9. EKLER



Ek 1
Hastalzlem Formu
Adi Soyad :
Protokol No :
Hastane :

Alinan materyal ( kemik ifii, kan, dalak ve karager ponksiyon sivisi) :
Cinsiyet :

Yasl :

Tani yal :

Klinik oyku :

Memleketi :

Oturdusu yer :

Ik saglik kurulusu bavuru :

Hastalgin bagladigi tarih :

Ornezin alindg tarih :

Tani konulan tarih ve bildirimi yapan gorevli :

Sevk edilme tanisi :

Seyahat oykisu :

Diger hastaliklar

Aktif donemde var olan klinik bulgular :

Ates :

Dokunta

Hepatomegali

Splenomegali

Diger onemli belirtiler

Transflizyon :

Kan Biyokimyasi : Hb: g/dl, Htc: % lokosit ml/dl, trombosit :
Kullandigi ilaclar

Tedavi

Tedavi sonrasi kontrol tarihi :
Laboratuar tani testleri

Direkt inceleme : () ElisalgG () IFAT IgG
Kaltdr (NNN) @ () PCR () Formol-jel

o~

N N
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